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Zur Existenzfrage der sogenannten 
mitogenetischen Strahlung. 


Von 
Nosutsucu Koyvenuma, Tokio. 


(Aus dem Institut fiir Strahlenforschung der Universitat Berlin.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


(Eingegangen am 9. Juli 1943.) 


Unter mitogenetischer Strahlung versteht man eine Strahlung unbe- 
kannter physikalischer Herkunft, die auf die Zellteilung fordernd einwirkt. 
Nach den bisherigen Erfahrungen soll sie hauptsachlich im kurzwelligen 
UV-Gebiet auftreten, und zwar bei etwa 200 bis 260 mu!. Da sie in 
mehreren Arbeiten? biologisch nachgewiesen zu sein scheint, z. B. bei 
Zwiebeln, Hefe, Krebs usw., kénnte man vermuten, daB sie biologischer 
Herkunft sei. Viele Autoren behaupten, daB Strahlung physikalischer 
Herkunft, z. B. von der Quecksilberlampe, die gleiche Wirkung habe wie 
die biologischer Herkunft, wenn ihre Intensitat klein genug gewahlt wird. 
Eine andere Gruppe von Autoren* nimmt hinsichtlich der mitogenetischen 
Strahlung einen ablehnenden Standpunkt ein mit der Begriindung, dab 
die Strahlung weder biologisch noch physikalisch statistisch einwandfrei 
nachgewiesen worden sei. Versuche an Hefe von SCHREIBER und FRIEDRICH 
1. c. fielen negativ aus, obwohl sie die Empfindlichkeit ihrer lichtelek- 
trischen Zelle so gewahlt hatten, daB eine Vermehrung der spontanen 
St6Be (10 bis 15) resultieren muBte, wenn auf etwa 10 bis 15 qcm des licht- 
elektrischen Metalls 1800 Quanten einer Wellenlange von 265 mu 
pro Sek. auffielen; RasEwsky |. c. erhielt dagegen an Zwiebeln und 
Carcinombrei eine Vermehrung der spontanen StéBe (25 bis 40) um 30%, 


1 Z. B. A. HoLLANDER in B. M. Duccers ,,Biological Effect of Radiation“, 
S. 919 ff. London 1936; G. Frank: Biol. Zentralbl. 49, 129 (1929); J. KONARSKI: 
Acta Biol. exp. (Warszawa) 7, 276 (1932); K. P. Gottscnewa: diese Zeitschr. 260, 
52 (1933). 

2 A. GurwitscH: Roux Arch. 52, 167 (1922); Die mitogenetische Strahlung. 
Berlin: Springer 1932; R. AupuBEerT u. R. Lévy: C. r. Acad. Sci. 200, 1634 
(1935); G. Frank u. A. Gurwitscu: Roux Arch. 109, 451 (1927); G. FRANK u. 
S. Rop1ionow: diese Zeitschr. 249, 323 (1932); B. Rasewsky: Zeitschr. f. Krebs- 
forsch. 35, 387 (1932); Strahlenther. 39, 194 (1931). 

3 FE. Lorenz: J. gen. Physiol. 17, 843 (1934); H. Scuretper u. W. Frrepricu: 
diese Zeitschr. 227, 386 (1930); H. Scureier: Strahlenther. 49, 541 (1934). 
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wenn auf 1 qcm des Metalls 12 Quanten derselben Wellenlange pro Sek. 
auffielen; FRANK und Roptonow lI. c. geben fiir gereizten Muskel und 
Froschherz eine Intensitét von 100 bis 1000 Quanten pro qcm Sek. an. 
Besonders hervorzuheben ist, daB Seyrert! versuchte, die mitogenetische 
Strahlung an Zwiebeln, Hefe, Hiihnerembryonen und Mausetumoren an 
Hand verschieden empfindlicher Zahlrohre, namlich von 5 bis 50 Quanten 
pro qcm Sek. nachzuweisen; er fand — wenn es iiberhaupt eine U V-Strah- 
lung im Bereich von 200 bis 260 mu ist —, daB jedenfalls die Intensitat 
kleiner ist als etwa' 10 Quanten pro qcem Sek., also 100mal kleiner als 
von GuRWITSCH angegeber worden ist. Es gelang auch einigen Autoren?, 
die mitogenetische Strahlung auf photographischem Wege nachzuweisen. 
Vielleicht kénnte sie, wenn sie wirklich existiert, am besten photographisch 
nachgewiesen werden?, 

Unabhiangig davon soll untersucht werden, ob unter plausiblen Annahmen 
die Existenz einer solchen Strahlung wahrscheinlich ist, und wie groB 
ihre Intensitét sein kénnte. Bevor wir, von verschiedenen Mechanismen 
der Ausstrahlung ausgehend, die Abschatzung der EnergiegréBe durch- 
fiihren, betrachten wir kurz etwa die Ursache der Anregungen und ihre 
Art. Um die Ursache der mitogenetischen Strahlung zu veranschaulichen, 
mochten wir deren Analogie mit dem Modell der sog. Biolumineszenz, die 
z. B. bei Leuchtwiirmchen oder Leuchtkafern beobachtet wird, betrachten. 
Dabei spielt sich eine chemische Reaktion manchmal in der Oxydations- 
form ab, in der das Luciferin leicht reaktionsfahig wird mit Hilfe der 
Luciferase, eines Katalysators. Also Luciferin laBt sich nicht allein anregen. 
Solche Prozesse kénnen auch bei Chemilumineszenz beobachtet werden, 
beispielsweise erscheint bei Zn S als Leuchtzentrum ganz verdiinntes Cu, 
dessen untere Grenze 10~® Cu-Atome pro Elementarzelle des Gitters dar- 
stellen, d.h. daB darunter keine Ausstrahlungen stattfinden. Was die 
Lebensdauer der Anregung anbelangt, so kann sie (obwohl bisher als sehr 
kurz bekannt) beliebig langer sein als bei wirklichen einzelnen atomaren 
bzw. molekularen Anregungen, weil die Anregungen wohl hintereinander 
hervorgerufen werden derart, daB die Lebensdauer gerade gleich der 
Summe der einzelnen Anregungen ist; oder wenn man die Vorginge der 
Phosphoreszenz dazu heranziehen will, die unter Umstianden sehr lang- 
lebig sind. Nach diesen Beispielen kann man zur Erregung oder Anregung 
eine Art von Anregungszentrum, eine Stérstelle, annehmen, wo eine dis- 
krete Anregung und Energieiibertragung stattfinden soll. Man kann das 
Modell der Anregung sinnvoll folgendermaBen formulieren: Unter Ein- 
wirkung von chemischen bzw. irgendwelchen Reizen werden sog. Stér- 
stellen eines Energieniveaus, die im Korper zerstreut vorhanden sind, dis- 

1 F, SeyFert: Jahrb. f. wiss. Bot. 76, 747 (1932). 


2 Z. B. G. Protti: Radiobiol. gen. 4, 41 (1936). 
3 Z. B. H. Scuretper: Fundam. Radiologica 4, 132 (1939). 
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kret angeregt; die Stérstellen kénnen so angeregt werden, daB dort eine 
hohe Warme erzeugt wird. Als Stérstellen des biologischen Objekts werden 
bestimmte Punkte der EiweiB- und Nucleoproteinketten unterstellt, die 
in Chromosomen vorhanden sind, und fiir die Mutationen verantwortlich 
gemacht werden. Mit diesen Anregungen kénnen Ausstrahlungen herbei- 
gefiihrt werden, die mit groBer Wahrscheinlichkeit .zur Entstehung der 
mitogenetischen Strahlung beitragen kénnen. Es werden im folgenden 
die Méglichkeiten besprochen, unter denen mitogenetische Strahlen aus- 
gesandt werden konnten: 

1. Eine gréBenordnungsmaBbige Rechnung der Ausstrahlung kann durch- 
gefiihrt werden unter der Voraussetzung, daf ein Teil der chemisch erzeug- 
ten Energie (thermisch) direkt ausgestrahlt wird, die einfach der STEFEN- 
BoLTZMANNschen Verteilung gehorcht. 

2. Eine Storstelle wird direkt angeregt, von dort aus urspriingliche 
Energie teilweise den Nachbarn weitergeleitet, dann findet der Ausstrah- 
lungsprozeB nach dem AuGerschen Elektronenmodell statt. 

3. Die St6Be zweiter Art an Stérstellen, wo Anregungen stattfinden, sind 
nach der Stérungstheorie von BeTHE und Fermi zu behandeln. 

4. Auf den AusstrahlungsprozeB wird die GuRNEY-Mortsche Theorie an- 
gewendet, indem die strahlensendende Substanz als kristallahnlich voraus- 
gesetzt wird. 

5. Die Strahlungsprozesse werden ebenfalls nach der Dipoltheorie be- 
handelt. 

Um den gegenwirtigen Stand der Existenz mitogenetischer Strahlung 
zu veranschaulichen, sind die bisher méglichst nach exakten, d. h. licht- 
elektrischen Methoden von verschiedenen Autoren gewonnenen Werte in 
vorliegender Tabelle! zusammengestellt, wo bei beiden mit < angegebenen 
Intensitaten kein Nachweis erzielt wurde. 


1. Chemische Reaktionen als Ursache der 
mitogenetischen Strahlung. 


Bevor wir auf die exakte Berechnung der mitogenetischen Strahlung 
eingehen, betrachten wir kurz die chemischen Reaktionen, bei denen Disso- 
ziation, Assoziation, Polymerisation usw. vorkommen. Bei diesen Vor- 
giangen entsteht bekanntlich Reaktionswarme. Wir diirfen sie uns der Ein- 
fachheit halber nach dem SteFEN-BoLtzMANNschen Gesetz ausgestrahlt 
denken. Definiert man die raumliche Energiedichte der Ausstrahlung durch 
e dv zwischen v und v + dy, so ist die gesamte raéumliche Energiedichte 
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wobei « =hv/kT, fiir 9 die PLanksche Schwarzstrahlungsdichte einzu- 
setzen ist. Ist dieWarme nun bekannt, so laBt sich die Ausstrahlung fiir das 
Gebiet von 200 bis 400 m u. mit Hilfe der obigen Verteilung gréBenordnungs- 
maBig berechnen. 

Im Hinblick auf die Reaktionswairme betrachten wir einige Beispiele: 
Es ist eine bekannte Tatsache, daB z. B. das Metallsalz Ba (N,),' durch 
Warme oder Strahlung zerlegt werden kann in Ba (N;), = Ba + 2 Ng, 
wobei N,-Gase erzeugt werden. Diese Reaktion méchtén wir so deuten, 
daB die Strahlung N, freisetzt, das einen Teil der Reaktionswirme, den 
wir W, nennen wollen, mit sich fiihrt. Daher? kann man, wenn die Bin- 
dungsenergie W, von N;im Metallsalz bekannt ist, die frei werdende Reak- 
tionswarme in der Form W, — W, gewinnen. Nach Morr? ist W, gleich 
75 erg/qcm. Da beim Experiment von Garner-Maceos* 6,1 mg Ba (N3)> 
imstande sind, unter UV-Licht innerhalb von 180 Min. eine 2+ 10*Hg 
entsprechende N,-Gasmenge zu bilden, ergibt sich fiir W,, umgerechnet 
auf qcm, 44 erg/qcm. W, — W, sind demnach 31 erg/qcm, was pro Sek. 
etwa 2.86+10~4 erg/qcm entspricht. Wiirde ein Teil dieser Energie im 
Gebiet von 200 bis 400 m u liegen, so wiirde sich die Ausstrahlungsenergie 
nach folgender Formel 


E = 2,86: 1074: te/f; (2) 


x 
Ay 


zu 2,86°107!® erg/qcm Sek. berechnen, wobei = |-—-=> 
u 8/9 ’ bei a2 kT } a=400, 


4= (33 4g eee . Der Nachweis einer Energie dieser GréBenordnung ist 


ja kaum méglich. 

Wir betrachten zunachst die Reaktion NHyNO, = N, + 2H,O unter 
NO-Atmosphire, die von ABEL® und seinen Mitarbeitern untersucht wurde. 
Dabei werden 1,6 + 10~° ccm Ng pro Sek. gebildet. Da nach dem Versuch 
RamstetrersS und Hanrkes® die Lésungswarme von N, 8,43 Keal/Mol 


1 W. E. GARNER u. J. Maaes: Proc. Roy. Soc. London 172, 299 (1939). 

2 Die N,-Bildung aus dem Metallsalz unter Wirkung von Licht oder Warme 
ist nicht so leicht zu klaren, sondern muB vielmehr mittels der GARNER-Mott- 
schen Theorie behandelt werden, nach der das dem N-Ion entsprechende positive 
Loch im Leitungsband, das von Elektronen nicht besetzt ist, derart aktiv wird, 
daB es eventuell, ohne mit den frei werdenden Elektronen wieder zu kombinieren, 
die Oberflache des Metalls erreicht. Dann kann N,-Bildung erwartet werden (vgl. 
z. B. N. F. Mort: Proc. Roy. Soc. London 172, 325 (1939). 

3 N. F. Mort: Proc. Roy. Soc. London 167, 384 (1938). 

4 W. GaRNER u. J. Maces: 1. c. 

° E. Apex, H. Scumip u. J. Scuarranik: Zeitschr. f. phys. Chem. Bodenstein- 
Festband, S. 510, 1931. 

naa: Ram STETTER u. G. HANTKE: Zeitschr. f. phys. Chem. Bodenstein-Fest- 
band, S. 662, 1931. 
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betragt, ist die gebildete Reaktionswarme gleich 2,8 - 10 erg/qcem pro Sek. 
Unter Beriicksichtigung des Verteilungsgesetzes erhalt man eine GréBe 
von 2,8+10~!* erg/qcm pro Sek., genau dieselbe wie die oben berechnete. 

Wir werden zuletzt die Reaktion Brenztraubensaure + Pyridin = Milch- 
siure + Dehydropyridin betrachten, wobei fiir diese Reaktionsdauer! etwa 
1 Min. angenommen wird. Wir werden auch nicht fehlgehen, wenn wir fiir 
die Reaktionswirme etwa 50 Kcal/Mol? ansetzen. Daraus ergibt sich 
wieder die Reaktionswirme pro Sek. zu 1,75 - 10~* erg/qcm pro Sek., die, 
wenn man die Verteilung in Betracht zieht, 1,75 - 107!8 erg/qcm pro Sek. 
entspricht. Die GréBe ist ebenfalls sehr klein. Jedoch steigert sich dieser 
Wert, sobald man diese Reaktion mit den Fermenten, die von KuBowitz und 
Orr® aus Hefe und auch aus Sarkomen gewonnen worden sind, behandelt, 
auf 1,40+ 107! erg/qcm pro Sek., weil die Fermente dazu fahig sind, in 
1 Min. 8,0 + 104 Molekiile Brenztraubensaure in Milchsaure umzuwandeln. 
Die Ausstrahlungsenergie, deren Wellenlange angebiich stets im Gebiet 
von 200 bis 400 my liegen sollte, ist auch nach solcher Sensibilisation so 
klein, daB sie sich der Beobachtung entzieht. Fiir eine mitogenetische 
Strahlung ware, da die biologischen Organismen Fermente enthalten, die 
letztere GréBe, als etwa 107-8 erg/qcm pro Sek., zu erwarten. 


2. Méglichkeit einer mitogenetischen Strahlung infolge eines 
isoliert angeregten Atoms bzw. Molekiils. 

Wir betrachten zunachst den Fall, in dem die Atome bzw. Molekiile 
unstetig angeregt sind. Er ist etwas wahrscheinlicher als der obere, da dort 
die Energieverteilung kontinuierlich ist und auBerdem vorwiegend im lang- 
welligen Gebiet liegt. Diese Tatsache vermag eventuell grofe Fehler bei 
der Beurteilung zu verursachen. 

Das angeregte Atom bleibt entweder in seinem Zustand, bis die Lebens- 
dauer der Anregung zu Ende geht, oder iibertragt seine Energie auf das 
benachbarte weiter. Das, zu iiberwindende Potential bzw. die Austritts- 
arbeit ist groBenordnungsmafig gleich etwa 107! bis 10~ erg pro Atom. 
Der Einfachheit halber unterstellen wir, daB alle diese Prozesse in einer 
Kettenreaktion vor sich gehen, so daB die Energieiibertragung eines Atoms 
auf ein anderes als ein Umklappvorgang im Kristall angesehen werden kann. 
Um die Lebensdauer des angeregten Atoms abzuschatzen, machen wir von 
folgender Differentialgleichung Gebrauch: 

Y= — (1 —y) N A e- BIRT, (3) 


Ct 


1 Es liegt bisher ein genauer Beweis dafiir noch nicht vor. Sie folgt aber un- 
mittelbar aus dem Versuch von Kusowitz u. Ott 1. c. 

2 Bei manchen chemischen Reaktionen pflegt die Reaktionswarme stets diese 
GréBenordnung zu haben. 

3 F. Kusowitz u. P. Ort: Naturwiss. 29, 590 (1941). 

4 Z.B. U. Denuincer: Zeitschr. f. Phys. 105, 21 (1937). 





Zur Existenzfrage der sogenannten mitogenetischen Strahlung. 


wobei y den Teil der Atome, der das Umklappen durchfiihrt, bedeutet, 
N = Atomzahl am Rande des Gitters, B = das zu iiberwindende Potential, 
R = Gaskonstante, 7 = absolute Temperatur, A = eine Konstante, t = Zeit. 

Aus der Annahme, da y nur eine Funktion von ¢ ist, ergibt sich 
t,-N Ae~B/kT — — jn1/, = 0,69, wo t, die Halbwertzeit ist. Setzt man 
in dieser Beziehung NV = 10!*, A ~ 1073 Sek., B = 10° P erg, K = 1,342° 
- 10716 erg/Grad, T = 300 ein, so ist t, ® 2+ 10-8 Sek. Man kann annehmen, 
da8 das Atom sich einfach als in der K-Schale angeregt oder ionisiert dar- 
stellt, infolgedessen werden sich die Strahlungsprozesse auf L, M,... Licht- 
quantenemission beziehen, wie aus dem Versuch AuGErs! hervorgeht. 
Die Wahrscheinlichkeit fiir diese Strahlungsprozesse a kann erst dann 
berechnet werden, wenn die Wahrscheinlichkeit der atomaren inneren 
Absorption 6 bekannt ist, indem empirisch 6 = / — a = konst - Z~* gilt, 
wobei Z die Ordnungszahl bedeutet. Oder wenn die Wahrscheinlichkeit 
fiir die strahlungslosen Prozesse der K-Schale a’ bekannt ist, die quanten- 
mechanisch das Problem der Atomst6Be behandelt, und aus der Scur6- 
pINGER-Gleichung naherungsweise berechnet werden kann, so ergibt 
sich die Quantenausbeute zu a/(a + a’), welche der Ausstrahlung gleich- 
zusetzen ist. 

Wir kénnen die Werte a = 10° Z4 sec! und a’ = 10!% sec? WenTzEL2 
bzw. Furs® entnehmen. Das obige Verhaltnis wird daher zu Z4/(Z4 + 10°). 
Mit diesen Grundlagen kann man jetzt dazu iibergehen, die Ausstrahlungs- 

10712 Zz 

(Z4 + 108) 103/, 
gefaBt wird, gleichgiiltig, ob das angeregte Atom seine Energie weiter- 
leitet oder nicht, denn die zu iibertragende Energie pflanzt sich beim 
Umklappvorgang zwangslaufig fort mit einer Wahrscheinlichkeit //N, 
wobei NV, wie oben gesagt, die Atomzahl in der Netzebene bedeutet. Die 
numerische Ausrechnung dieser Beziehung ergibt bei Z = 8, was der 
Ordnungszahl des Wassers entspricht, gréBenordnungsmaBig 2-107 
erg/qcm pro Sek.; selbst wenn diese ein zoo my UV-Quant bedeuten 
sollten, waren sie schwer zu beobachten, um so mehr, als diese Tatsache 
bei der nachstehenden Messung beriicksichtigt wird (vgl. Abb. 2). 


energie (cm~ sec™!) auszurechnen, welche als zusammen- 


3. Wechselwirkung zwischen den Elektronen als Entstehungsursache 
der mitogenetischen Strahlung. 


Aus biologischen Untersuchungen kann man folgern, daB die Strahlung, 
wenn sie vorhanden ist, eher bei der Zellteilung ausgesandt wird als im 
Ruhestadium der Zellen. Deshalb ziehen wir nur den ersteren Fall in 


1 Z. B. P. Aucer: C. r. Acad. Sci. 180, 65 (1925); Ann. de Phys. 6, 183 (1926). 

2G. WENTZEL: Zeitschr. f. Phys. 43, 524 (1927). 

3 E. Fues: Zeitschr. f. Phys. 43, 726 (1927). Das Resultat stimmt im wesent- 
lichen mit dem von WENTZEL iiberein. 
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Betracht. Wenn den Zellen keine Energie von aufSen zugefiihrt wird, kann 
nur innere Energie, teils zur Wachtumsfoérderung, teils nach auBen hin als 
Strahlung umgesetzt werden. Die Anziehungskraft zwischen Atomen bzw. 
Genen 1a6t sich mit einer Dipolkraftberechnung zu etwa 10~ erg ab- 
schatzen. Unter Umstanden kénnte diese Energie fiir die mitogenetische 
Strahlung verantwortlich gemacht werden, da méglicherweise, wenn diese 
Energie als St6rung zwischen den Elektronen angesehen wird, ein Quant 
emittiert wird; Voraussetzung ist, daB wenigstens eins von den Elektronen 
nicht in negativen Zustand verbleibt. Diese Energie kann man ungefahr 
so abschatzen, daB die Stérungsrechnung! genau wie die MOLLERsche 
Formel fiir die Wechselwirkung zwischen den Elektronen bis zur 3. Nihe- 
rung durchgefihrt wird, weil das Glied 2. Naherung wegen der Dirac- 
schen Gleichung verschwindet. Die Rechnung 1aBt sich dann stark verein- 
fachen, wenn man beriicksichtigt, daB das Verhaltnis des Gliedes 1. Nahe- 
rung, das etwa der urspriinglichen Wechselwirkungsenergie entspricht, 
zu dem 2. Naherung gréBenordnungsmaBig etwa 10° oder 108 ist. Dies 
1aBt sich einfach daraus ableiten, daB man in der Brerrtschen relativisti- 
schen Differentialgleichung fiir zwei Elektronen die darin enthaltende 
Wechselwirkung 1. Naherung: 


(1 Yi2) (“2 Yas) 
us (22 Sa Teal 0 Yn 7) Ude 
—$ fous (ae + Se (4) 
in Betracht zieht und dann in bekannter Weise diejenige 2. Naherung: 


e? (% %g) de e* (a Yi2) (“2 Ya2) 7? 
ha ee (5) 


Te Se, % 
W, re 4 , enone ttc enna eis 
Fe 0 t,he 


bildet. Nach Ausrechnung dieses Matrixelements ergibt-sich unter Ein- 
fiihrung des Pauischen Spinors 
(Se (41 Yaz) (% Yi2) ) 
nn’ 


3 
T\2 Tie 


ae ef 3—2(3 3.) $e), (6) 


Smet Po. 


Das Verhaltnis zwischen (1) und (3) ist somit 10° oder 108. Nun soll ferner 
die Wechselwirkung 3. Naherung gebildet werden: 


e (4%) e* (Hy Yaz) (He Y12) * 
1 7 2 % , 
W =e N "12 T 2 a (7) 
8 <--— aot wooo a ‘ 
n' +n (En wae En’) 
Man sieht sofort ein, daB das Verhaltnis der Wechselwirkung 2. Naherung 
zu derjenigen 3. Naherung ebenfalls die GroBenordnung von 105 oder 10° 


1H. Betue u. E. Fermi: Zeitschr, f. Phys. 77, 296 (1932). 
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hat. Man kann infolgedessen das Glied 3. Naherung auf etwa 10-4 erg 
pro Atom bzw. Gen abschiatzen, das wiirde etwa 3 - 107 erg pro qcm ent- 
sprechen!; wenn die mitogenetische Strahlung eine UV-Strahlung von 
265 mu sein sollte, wiirde sie sich den Beobachtungen entziehen. 


4. Folgerungen aus kristallstrukturtheoretischen Erwagungen. 


Wenn ein Metall bzw. Kristall einer Strahlung ausgesetzt wird, so kann 
ein eigenartiger Absorptionsmechanismus vor sich gehen, bei dem in 
Kristallgittern das Elektron sich vom positiven Loch abtrennen la8t und 
die Vereinigung von den beiden wieder derart hergestellt wird, daB dabei 
eine Quantenemission nach au®en hin erwartet werden diirfte. Diese in 
Frage kommende Trennungsarbeit laBt sich durch eine quantendynamisch 
berechnete Formel* unter Beriicksichtigung einer CouLoms-ahnlichen 
Kraft: 

My et 
2 fi? x? nn? 


W = (eV) (8) 


berechnen, die sich nach Einsetzen von bekannten Konstanten zu 
Th 13,5 ta 
W =— (eV 
x? me (eV) (9) 
vereinfacht, wobei n = effektive Quantenzahl, 2 = dielektrische Kon- 
stante. Eine von den Konstanten (n) bestimmt sich durch die Differenz 
zwischen erster Absorptionslinie und Seriengrenze im Spektrum, wie aus 


der Tabelle II zu ersehen ist, zu etwa 1,2. 


Tabelle Ll. 








Erste Absorptionslinie (eV) ........ , 7,6 
CoURSRMMSIRME CBW fee le a ices tee 9,42 
Differenz = W (eV, beobachtet) ...... 1,8 
x x 2,17 
n > 1,3 





Diese effektive Quantenzahl wird, wenn die Trennung vollig thermisch 
erfolgt, noch etwas gréBer, also bei NaCl 1,9, bei KCl 1,6. 

Deshalb benutzen wir hier den Wert 1,5. Es sei erwahnt, daB man 
sich die Mikrostruktur des Chromosoms bzw. Gens kristallahnlich® vor- 
stellen kann. Da es sich bei biologischen Objekten um Wasser- bzw. Pro- 
teinmolekiile handelt, ist die dielektrische Konstante etwa gleich 80 zu 


1 Als Bestandteil des Chromosoms wird hier das Protein vom Molekular- 
gewicht 10° angenommen. 

2 N. F. Mort: Proc. Roy. Soc. London 167, 384 (1938). 

3 Z. B. K. SoMMERMEYER u. U. DenLinGer: Phys. Zeitschr. 40, 67 (1939); 
N. KoyenuMA: Phys. Zeitschr. 42, 213 (1941). 
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setzen, Daraus ergibt sich fiir die Trennungsarbeit 1,5 + 107! erg. Eine 
Energie dieser GréBenordnung steht offenbar im Chromosom immer 
zur Verfiigung; sie 4uBert sich als VAN pER Waatssche Kraft!, oder 
als Dipolkraft?, von der nachher die Rede sein wird. Sie wird noch bei 
Ansetzen eines neuen Nahrbodens sicher ausgepragt sein, will da die 
neuen Zellteilungen am starksten stattfinden. Es bleibt nun noch iibrig, 
auszurechnen, welcher Bruchteil dieser berechneten Energie bei der 
Wiedervereinigung von Elektron und positivem Loch ausgestrahlt wiirde. 
Man dividiert zu diesem Zweck die Wahrscheinlichkeit 4,, mit der ein 
Quant nach dem Absorptionsakt emittiert werden kann, durch diejenige 
Ne, mit der die einfallende Warmestrahlung oder die innere Energie die 
sog. Trennungsarbeit leistet. Fiir n, bzw. y, gelten folgende Ansitze®: 


n, = A ( 
a P+A+B’ ) 
ag A - Vv 
"= —|, 4.4 wrt 4 fo—oarTti 
Ne P 4+ A + B ; + Vv + y , (1 1) 
wobei v = Atomfrequenz = 1018 sec™!, v/A = 105, P = ve-@kT — App. 
trennungazahl eines Elektrons vom positiven Loch, A = Rekombina- 
tionszahl eines Elektrons mit dem positiven Loch, B = Zahl der thermisch 


angeregten Elektronen (Ubergang vom A- zum C-Zustand, vgl. Abb. 1). 








C 
ee 
A oA 
a 
f . 
8 Sa 


Abb. 1. In der Abbildung bedeutet B den Grundzustand eines Elektrons im Kristall, das nach 
einer Anregung (£) in Zustand A tibergehen kann. Dieser direkte Umkehrprozef ist aber um so 
weniger wahrscheinlich, als eine starke Koppelung zwischen Elektron und Gitterschwingung erwartet 
werden miifite, wahrend es energetisch giinstiger ist, anzunehmen, da das Elektron, nachdem es 


von"A thermisch mit einer Wahrscheinlichkeit B = v’ -w’ kT bis zu C einen Abstand (d) zuriick- 
gelegt hat, wieder unter Emission einiger Quanten in den Grundzustand D zuriickkehren wird. 


Dann berechnet sich das gewiinschte Verhaltnis y,: 4, zu 


Ta: Ne = 1075. e-wikT. (12) 
1 Tu. NEUGEBAUER: Phys. Zeitschr. 40, 406 (1938). 
2 Z. B. H. Frirepricu-Freksa: Naturwiss. 28, 376 (1940); N. KoyenuMa: 
Zeitschr. f. Phys. (im Erscheinen). 
3 N. F. Mott; 1. c. 
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Fiir die Ausstrahlungsintensitét bei der Zellteilung erhalt man unter 
Beriicksichtigung der Trennungsarbeit und (12) etwa 1,5 + 107*! erg pro 
Atom oder bezogen auf H-Atome 6,0 + 107% 
abermals schwer. meBbar sein, wenn man bedenkt, daB eine Zelle mit 


erg/qcm. Diese Energie wiirde 


einem Durchmesser von etwa 10 u einen etwa 1oomal groBeren Abstand 
(Abb. 2) vom Ausgangspunkt der Strahlung hat, wobei nach dem y~?- 
Gesetz ihre Energie auf den 10~4 fachen Teil absinkt. 





Zelleib 
-bellkern 





| 
ee reas 


Abb. 2: A: Kultur, B: Mefgerat, C: Grenze. Jeder beliebige Punkt von jedem Zellkern ist als 
Strahlungsquelle zu betrachten. Daher ist die Intensitaét stark durch den Zelleib (Protoplasma- 
teil) geschwacht, bevor die Strahlung in das Mefgerat gelangt. 


5. Berechnung aus der Dipolkraft zwischen den Chromosomen. 


Als Wechselwirkung zwischen den Partikelchen in den Chromosomen 
kann die Dipolkraft, die bei der Annaherung der Chromosomen bis 1 mu. 
etwa 10°” erg betragt, nicht weniger wahrscheinlich als die VAN DER 
Waatssche Kraft auftreten. Dabei ist die wahrscheinliche gesamte Aus- 
strahlung wie bekannt gegeben durch die Formel 


2 
=35 (Wn—@m)4| Minn |) m= n, (13) 
wobei e = die Elementarladung, ¢ = Lichtgeschwindigkeit, = —— = 
= Schwingungszahl der Ausstrahlung, M,,,, = fd Te. Vn gta 


= Matrixelement (das elektrische Dipolmoment). Um die Ausstrahlung 
einfach berechnen zu kénnen, fiihrt man in (13) praktisch V,,,, = 10718 
als Wellenlange 200 my. ein; es ergibt sich S = 2,46 10~™ erg/qcem pro 
Sek. Diese Intensitat ist wieder so klein, daB sie, besonders im Hinblick 
auf Abb. 2, schwierig zu messen sein wird. Um zunachst der Gleichung 
(13) eine exakte Form zu geben, betrachten wir die CLaustus-Mosorti- 
sche Formel: 


epee (x IE, lS (14) 


1 Es gibt einige Autoren, die als ihre Ursache eine Multipolstrahlung eines 
Atoms, d.h. Quadrupol- und weitere Strahlung héherer Ordnung behaupten. Vg]. 
z. B. E. T. Vernier (C. r. Acad. Sci. 214, 617, 1942), der nach AuDUBERT die 
Strahlung als die langlebige Multipolstrahlung des Stickstoffatoms auffabt. 
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wobei M = Molekulargewicht, p = Dichte, 2 = dielektrische Konstante, 
N = Loscumiptsche Zahl, = das elektrische Moment = | M,,,,|. An- 
dererseits kann « durch den Ansatz! 
20S bn Detdm dt 
——— 


a 


== (15) 
ersetzt werden, worin v, = Frequenz des Wassermolekiils, & = Summe 
iiber alle mégliche Zustande ist. Aus (14) und (15) erhalt man 
2 sli 26 Sdn dztdmdt 
pee epee af 3 Mis—1 2S Webs 6) 
U. 3h a (27) 4nWV 9 x—2 hy, ’ (1 ) 


' 


die fiir | M,,,,|? in (13) eingesetzt ergibt: 


Mx—1 22 SdnXzt*dmdt 


a (17) 





Ge Ek PY irae Meee, S : 
Sm 4h T-—7 (amy) (3, ep «+2 hv, 


Bezogen auf 1 qcm pro Sekunde, so ist aus (13): 


3 Mx-—1 27 fdnXiztdm dt 
ye ae i Ae) 





S’ = 1,2. 18 KTS (any 


Die Auswertung dieser Formel (18) ergibt etwas kleinere Werte als 
oben berechnet. 

Aus diesen allen Berechnungen geht unter anderem hervor, daB die 
sog. mitogenetische Strahlung, deren Existenz danach zwar nicht aus- 
geschlossen ist, wegen ihrer Intensitat schwer nachweisbar ist, die nur 
etwa 10-!! bis 10-! erg pro qcm sec bei einer UV-Strahlung von 200 
bis 300 mu. betragen wiirde. 

AuBerdem mu, streng genommen, zu dieser Intensitaét auch noch 
ein Faktor® hinzugefiigt werden, da die im Innern entstandenen Energien 
auf dem Wege nach aufen erst sozusagen nach schichtenweiser Absorption 
zutage treten. Um diesen Faktor, der der Absorption der Strahlung 
gleichzusetzen ist, ausrechnen zu kénnen, betrachten wir eine Schicht- 
dicke von d cm des zu beobachtenden Materials, das bei biologischen Ob- 
jekten, z. B. allgemein aus n Schichten der Zellen, deren KerngréBe durch- 
schnittlich 5+ 10~ cm betragt, besteht. Dies n berechnet sich leicht zu 
d/a, wobei a = obige ZellengréBe. 

Nun miissen wir den Absorptionskoeffizienten des Materials, z. B. bei 
254 mu, wissen. Da es sich dabei um einen Eiweifstoff handelt, den wir 
einfach als Albumin betrachten, dessen 25%ige Loésung von einer Schicht- 


1 Siehe z. B. To. NeuGEBAUER: Ann, d. Phys. 39, 241 (1941). 

2 Diese GréBenordnung gewinnt man auch mittels des gewohnlichen BEER- 
LAaMBERT-Gesetzes, naimlich 7 = J,:107!® erg/qcm, wobei fiir 7) die bei der 
chemischen Reaktion entstandene Energie pro Mol einzusetzen ist. 

3 Fiir den Hinweis darauf danke ich Herrn Prof. FRIEDRICH. 
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dicke 5 bei 254 mu etwa 10%ige Absorption! aufweist, erhalten wir 
einen Koeffizienten von 0,85, wobei das Molekulargewicht des Albumins 
groBenordnungsmaBig zu 10° angenommen wird. Da der Absorptions- 
koeffizient des Materials pro cm jetzt bekannt geworden ist, sind wir im- 
stande, die Ausstrahlungsméglichkeit jeder der n Schichten zu _berech- 
nen und dariiber hinaus der Durchlassigkeit der Strahlung folgenden 
Ausdruck anzugeben: 
1 1 —e-nx dad {1—e™*x 

Redaiices) wee} (19) 
wobei 2 = @+ 0,85, n = d/a. Die Beziehung konnte aus dem Absorptions- 
gesetz abgeleitet werden. Der zweite Faktor im Klammerausdruck stellt 
die Korrektur dar. Fiir d = 0,2 cm, was praktisch der Materialdicke in 
dem angefiihrten Beispiel naheliegt, ergibt sich D zu 0,1, also 10%. Da- 
mit sinkt der zu erwartende Wert der Ausstrahlungsenergie auf 10~™ 
bzw. 10718 erg/qcm pro Sekunde herab, die aber wegen einer langeren 
Lebensdauer der Ausstrahlung bei der Induktion als bei chemischen 
Prozessen noch kleiner sein wiirden, also << 107 erg/qcm pro Sek.?. 
Diese GréBenordnung kann gegenwiartig weder auf photographischen 
Wege bestimmt werden, weil die photographische Platte erst dann ent- 
wickelbar wird, wenn das Bromsilbermolekiil, dessen GréBe etwa 8,6 + 1075 
cm betragt, bei einer Belichtungsdauer von 0,1 bis 10° Sek. fiir 254 mu 
mindestens 500 Quanten erhalten hat®, noch mittels photoelektrischer 
Methoden, die schon bei einer GréBenordnung 10~" erg zu versagen be- 
ginnen. 

Es bleibt noch die Frage zu klaren, ob die Ausstrahlungsenergie, die 
theoretisch berechnet sowie experimentell, soweit das Experiment nicht 
negativ ausfiel, nachgewiesen worden ist, zur Mitose fiihren wiirde. Wir 
méchten sie kurz an Hand von experimentellen Beispielen diskutieren. 
So konnte RAJEWSKY seinerzeit mittels der in der Einleitung beschriebe- 
nen Anordnung eine Intensitat der mitogenetischen Strahlung von etwa 
10~! erg/qcm pro Sek. nachweisen. Da z. B. Gurwitscu in Induktions- 
versuchen an Zwiebeln bzw. Hefe zur Exposition etwa 10 bis 30 Minu- 
ten gefordert hat, die zu Mitose fiihren, berechnet sich die vom Zellkern, 
der sich vom Strahler am nachsten befindet, absorbierte Energie zu < 2,8 - 
-10713 erg/qcm, oder, wenn man unsere Rechnung in Betracht zieht, zu 
<107!® erg/qcm bei 265 my, von der nur ein ganz kleiner Bruchteil, also 


1 T,. Caspersson: Skand. arch. Physiol. 73, Suppl. 8. Berlin u. Leipzig 1936. 

2 Dieser Wert kann eventuell noch kleiner sein, wenn man die wirklich an- 
geregten Molekiile des biologischen Objektes zahlt, die am Fenster des Zahl- 
rohres gekerbt werden, da die angeregten Molekiile nur im Chromosom liegen 
(vgl. N. Royenuma: Zeitschr. f. Phys. 119, 1942), bezogen auf 1 qcm etwa 
107}- oder 10~*fach. 

3 Z. B. H. W. KOLLE: Fundam. Radiologica 4, 115 (1939). 
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etwa ein Hundertstel von Chromosomen absorbiert wird, wobei voraus- 
gesetzt wird, daB die durchschnittliche Gr6éBe der Zellen (z. B. bei Hefe) 
10°* cm betragt, und die zu bestrahlende Oberflache mit Zellen voll- 
besetzt ist. 

Aus dieser GréBenordnung der Energie kann man den SchluB ziehen, 
daB dadurch keine Anregung in absorbierten Zellkernen bzw. Chromo- 
somen und dariiber hinaus auch keine mitogenetische Wirkung verursacht 
werden kann, weil mindestens sechs Quanten dieser Wellenlange, die bei 
UV-Versuchen am wirksamsten ist (vom Verfasser angestellte Rechnung 
auf Grund der Hefeversuche von SCHREIBER, noch nicht ver6ffentlicht), 
benétigt werden, um damit Zellschadigungen herbeizufiihren, und da 
wenigstens ein Ion zur Mutationserzeugung mit ionisierender Strahlung 
erforderlich ist, wobei die Ionisierungsenergie im Gewebe schon etwa 
einem Quant dieser 265 my gleichzusetzen ist. 

Ich danke Herrn Prof. Friepricu fiir Diskussionen und der Alexander v. Hum- 
boldt-Stiftung fiir Gewahrung eines Stipendiums. 











Elektrische Kurzwellen und Serumproteine. 
Von 
W. W. LEpEscHkIn. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Wien und dem Institut Zeileis 
in Gallspach.) 


( Eingegangen am 24, Januar 1945.) 


1. Einleitung. 


Bei der chemischen Wirkung der strahlenden Energie mit einer Wellen- 
lange, die gleich oder kleiner als die des Lichts ist, sind ihre Absorption 
durch chemische Substanzen (Grorruus-Drapers-Gesetz), die Quanten- 
energie, die mit der Abnahme der Wellenlange zunimmt, und die Quanten- 
ausbeute maBgebend. Die Quantenenergie der elektrischen Strahlen ist 
aber so klein, da®B es von vorneherein unwahrscheinlich zu sein scheint, 
daB die Kurzwellen in irgendeiner Weise direkt chemisch wirken k6énnten. 
Andererseits ist es bekannt, daB elektromagnetische Schwingungen von 
der Wellenlange elektrischer Strahlen in chemischen Substanzen zwei 
Arten von elektrischen Strémen hervorrufen kénnen: einen gewohnlichen 
Leitungsstrom und einen sogenannten- Verschiebungsstrom. Beide sind 
Wechselstréme mit der Frequenz der elektrischen Strahlen. 

Eine direkte chemische Wirkung des Leitungsstroms von solcher hohen 
Frequenz, wie sie Kurzwellen haben, ist ausgeschlossen. Es ist nur seine 
indirekte Wirkung durch Warme, die er in den Substanzen produziert, zu 
erwarten. Die Wirkung des Verschiebungsstroms (Polarisationsstroms, 
Orientierungsstroms) kénnte aber nur aus einer mechanischen Verschie- 
bung der Molekiile oder ihrer Teile bestehen. Chemische Veranderungen 
infolge mechanischer Wirkungen sind wohl bekannt, z. B. bei allen Explo- 
sivstoffen. Bei anderen Stoffen wurde sie nur bei hochmolekularen Verbin- 
dungen beobachtet und besonders bei den hochmolekularen unbestandigen 
Komplexen, die nach dem Verfasser den Hauptbestandteil der lebenden 
Materie bilden und als Vitaide (Vitaproteide) bezeichnet werden’. 

Proteine sind Dipole, und wie die Wirkung der Warme auf sie zeigt’, 
haben sie eine groBe Neiguag zum Kuppeln und zum Zerfall ihrer Molekiile. 


' LepescHkin: Zell-Nekrobiose und Protoplasma-Tod. Berlin: Gebr. Born- 
traeger 1937. — Kolloidchemie des Protoplasmas, II. Aufl. Dresden: Steinkopff 
1938. — Protoplasma‘37, 40 (1942). 

2 Diese Zeitschr. 314, 135 (1943). — Kolloid-Zeitschr. 1. Heft (1947). 
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Die Wirkung der Warme kann in diesem Falle manchmal ebenfalls rein 
mechanisch gedacht werden, wie z. B. bei der Herstellung des normalen 
Molekulargewichts des Eialbumins bei 20° C nach seiner VergréBerung 
bei niedriger Temperatur (durch molekulare Bewegung!). 

Die Moéglichkeit einer chemischen Wirkung eines elektrischen hoch- 
frequenten Feldes auf Protein wurde nicht selten vermutet, aber noch nicht 
experimentell gepriift, was vielleicht darauf zuriickzufiihren ist, daB die bis 
jetzt bekannten Methoden der Proteinuntersuchung gewohnlich nicht ge- 
statteten, geringe Veranderungen in Proteinmolekiilen festzustellen. Nur 
die Methode der Absorption ultravioletter Strahlen und ihrer Verande- 
rung vermag in manchen Fallen geringe Veranderungen in Protein- 
molekiilen zu zeigen, laBt aber offen, welcher Art diese Veranderungen 
sein mégen. In einer gleichzeitig erscheinenden Arbeit! habe ich einige 
neue Methoden der Proteinuntersuchung beschrieben, die sich bei der 
Priifung der Warmewirkung auf Serumproteine vollkommen bewahrten. 
Diese Methoden habe ich auch in der vorliegenden Arbeit zur Unter- 
suchung der Wirkung elektrischer Kurzwellen auf Proteinstoffe des 
menschlichen Serums verwendet. 

An dieser Stelle méchte ich Herrn T. Baum, der mir bei meinen erwahnten 


Untersuchungen vielfach geholfen hat, fiir seine stetige Sorge um die besten Be- 
dingungen fiir meine Arbeit meinen herzlichen Dank aussprechen. 


2. Methodisches. 


Menschenserum wurde in kleine Erlenmeyer-Kélbchen (unterer Durchmesser 
3,5 cm) gegossen (in jedes Kélbchen 5, 7 oder 10 ccm), und diese wurden nach 
dem Verschlu8 mit Kork zwischen die Platten des Kondensators eines Réhren- 
apparats gestellt, so da die Fliissigkeitsschicht sich gerade in der Mitte des 
Zwischenraums befand. War eine Kiihlung der Fliissigkeit notwendig, so wurde 
das Kélbchen in ein mit Schnee oder Eis gefiilltes Becherglas gestellt. Die Tem- 
peratur der Fliissigkeit im Kélbchen wurde vor und nach dem Aussetzen der 
Wirkutig des elektrischen hochfrequenten Feldes gemessen. 

Der eine Apparat war von den SIEMENS-REINIGER-Werken und lieferte elektro- 
magnetische Schwingungen von einer Wellenlange von 6 m; seine Leistung war 
ungefahr 370 Watt und der Abstand seiner Kondensatorplatten war 7 cm. 

Der andere Roéhrenapparat wurde in der Werkstatte des Instituts Zeileis ge- 
baut und lieferte Schwingungen von einer Wellenlange von 20 m. Der Abstand 
seiner Kondensatorplatten war 10 cm und seine Leistung war ungefahr 150 Watt. 

Der dritte Apparat war von MArHOLDT, Wien, lieferte elektromagnetische 
Schwingungen von 2 m, 3 m, 4 m und 6 m und hatte eine maximale Leistung von 
ca. 60 Watt. Der Abstand seiner Kondensatorplatten war 7 oder 5 cm. 

Bei der angegebenen Anordnung der Kondensatorplatten und Kélbchen mit 
Serum waren alle Kraftlinien, die von den Kondensatorplatten ausgingen, in die 
Lésungsschicht gerichtet. Bekanntlich vergréBert sich der Verschiebungsstrom 
mit der Feldstarke und vermindert sich mit der Zunahme der Wellenlange. 
Andererseits iibertragt nur dieser Strom die Feldenergie durch Luft und Glas. 
Da auBerdem die Luftschicht zwischen den Kondensatorplatten und dem KOlb- 


1 LePEscHKIN: Kolloid-Zeitschr. 1. Heft (1947). 





Elektrische Kurzwellen und Serumproteine. 17 


chen im zweiten Apparat dicker als im ersten und dritten Apparat war, so war es 
nicht unerwartet, daB die TemperaturvergréBerung in der Fliissigkeit 1m zweiten 
Apparat unmerklich (< 1°C) war. Im ersten und dritten Apparat muBte sie 
aber immer beriicksichtigt werden. 

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten neuen Methoden der Pro- 
teinuntersuchung waren: 

1. die Methode der longitudinalen Streuung ultraroter Strahlen, die ich 
schon friiher zur Bestimmung der Molekulargewichte der Proteine benutzt 
habe, 

2. die Titration mit Azeton nach JiRGENSONs, die Veranderungen dieser 
Molekulargewichte feststellte: je gréBer das Molekulargewicht einer in 
Azeton unléslichen Substanz, desto leichter wird sie abgesetzt, 

3. die Titration mit gesattigtem Ammoniumsulfat, die den Grad der 
Hydratation der Proteinmolekiile und auch die Menge der hydrophilen 
Gruppen in denselben anzeigte, 

4. die Titration mit einer 5% igen Lésung von Sulfosalizylsiure, die die 
Veranderung der Zahl der NH,-Gruppen angab, 

5. die kalorimetrische Methode, in welcher die Reaktionswarme bei der 
Einwirkung von Sublimat auf Proteine bestimmt wurde und die die Ver- 
anderung der Menge der Karboxylgruppen anzeigte, und schlieBlich 

6. die Methode der Hitzekoagulation bei konstanter Temperatur, die 
gestattete, aus der Veranderung des Temperaturkoeffizienten der Hitze- 
denaturation und aus Denaturationszeit auf die Veranderung der Struktur 
des Proteinmolekiils zu schlieBen. 

Menschenserum 1aBt sich nicht durch Filtrieren und Zentrifugieren fiir dunkel- 
rote Strahlen optisch leer machen. Seine longitudinale Streuung kann also nur 
durch die Subtraktion der TyNDALL-Streuung von der Gesamtstreuung bestimmt 
werden. Wie ich in einem vor kurzem publizierten Aufsatz berichtet habe! (s. auch 
Kolloid-Zeitschr. 1. Heft [1947]), kann eine frisch vorbereitete Suspension von 
essigsaurem Cholesterin® als eine Vergleichssuspension beim Serum dienen. Die 
TYNDALL-Streuung dieser Vergleichssuspension wurde in einem Apparat, der in 
einer friiheren Arbeit beschrieben wurde’, mit der Ty NDALL-Streuung des Serums 
im Dunkelrot (Lichtfilter RG 5, Schott, Jena)* verglichen und die Konzentration 
des Cholesterins in der Suspension erhdéht, bis beide TynDALL-Streuungen gleich 
wurden. Dann wurde die Gesamtstreuung im Serum und die TyNDALL-Streuung 
der Vergleichssuspension in einer Kiivette (62 mm x 52mm X 15 mm, Schicht- 
dicke der Fliissigkeit = 10 mm) im friiher ausfiihrlich beschriebenen Apparat 
mit demselben Lichtfilter photographiert (Platten: Agfa, Infrarot 800, Rapid). 


1 |, physic. Chemistry. (1947). 

2 Diese Suspension wurde durch tropfenweises Vermischen einer Lésung von 
1,2 g Cholesterin in 12 ccm Ather und 110 ccm Alkohol mit Wasser erhalten. 

3 LEPESCHKIN: diese Zeitschrift 309, 254 (1941). 

4 In allen meinen Arbeiten habe ich den Lichtfilter RG 5 benutzt. Dieser 
Filter wurde noch vor dem Krieg von Schott bezogen, war 2 mm dick und lie& 
alle Strahlen von einer Wellenlange von 1050, 950 und 850 my, und 96% Strahlen 
von 775 und 700 my, 77% Strahlen von 650 mu, 24% von 680 my und 1% von 
670 my durch. 


Biochemische Zeitschrift Bd. 318. 
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Es sei noch daran erinnert, daB nur die Breite des Streuungshalbkreises auf 
dem Negative gemessen wurde (#), um aus derselben die Flache desselben, aus- 
gedriickt in qmm, nach der Formel zu berechnen: 

F = 0,39 B® + 1,57 a’, 

worin a der Abstand des Lichtbiindels vom oberen Rande der an die Kiivette 
angeklebten Streifenblende ist (@ war gewodhnlich gleich 3 mm oder 3,5 mm). 
Diese Flache diente als MaB der Streuung. Alle Vergleichsnegative wurden in 
demselben Bad entwickelt (10 Min. bei 20°, Entwickler: Rodinal, 2omal verdiinnt), 
und die Platten stammten immer von derselben Schachtel und waren also gegen 
dunkel- und ultrarote Strahlen gleich empfindlich. Es soll noch betont werden, 
daB bei a = 3,5 mm die Streuung in destilliertem Wasser gleich o war. 

Zur Methodik der Titration soll bemerkt werden, daB das Reagens bis zur 
ersten VergréBerung der Triibung des Serums zugesetzt wurde, die mit der Trii- 
bung von Serum, zu dem kein Reagens zugesetzt wurde, verglichen wurde. Zur 
Titration mit Aceton und Ammoniumsulfat wurde meistens unverdiinntes Serum, 
zu der mit Sulfosalicylsaure mit 1/100 n Salzsaure (fq = 2,02) verdiinntes Se- 
rum (1:10) verwendet. 

Was nun die kalorimetrische Methode anbelangt, so basiert sie auf der seit 
BerTHELOT bekannten Tatsache, daf die Reaktionswarme zwischen Sublimat 
und organischen Sauren der Zahl der Karboxylgruppen im Molekiil derselben 
proportional ist. Das benutzte Kalorimeter, das in meinen friiheren Arbeiten aus- 
fiihrlich beschrieben wurde!, bestand aus einem verdiinntes Serum enthaltenden 
Dewargefab (500 ccm), das in das Wasser eines Thermostatbades eingetaucht war, 
und einem inneren, mit einer 6% igen Sublimatlésung gefiillten GefaB (32 ccm). 
Durch den Gummistdpsel, der das DewargefaB verschloB, wurde ein kalorimetri- 
sches Thermometer und ein Zelluloidriihrer in dasselbe eingefiihrt. Nachdem ein 
vollkommener Temperaturausgieich zwischen Serum und Sublimatlésung statt- 
gefunden hatte (2 Stunden), wurde die Sublimatlésung, die bis jetzt vom Serum 
durch Luft in der AusfluBréhre abgetrennt war, mittels eines Gummiballons in das 
Serum hineingeblasen und die dabei beobachtete Temperatursteigerung gemessen. 

Bei der sechsten Methode wurde die Denaturierungsgeschwindigkeit der Se- 
rumproteine, die bei einer geniigenden, im Serum enthaltenen Salzmenge prak- 
tisch derjenigen der Koagulation der denaturierten Proteine gleich ist, bei kon- 
stanter hoher Temperatur bestimmt, wobei eine kleine Kiivette (aus Deckglas- 
chen gemacht, 18 x 18 X 1,3 mm) mit Serum gefiillt und in ein Thermostatbad ge- 
taucht wurde; die Kiivette wurde durch eine Glaswand desselben beobachtet und 
die eingetretene Serumtriibung mit der Triibung eines Mattglases verglichen. 


3. Mittleres Molekulargewicht der Serumproteine. 

Schon in meiner oben zitierten, gleichzeitig erscheinenden Arbeit (Kolloid- 
Zeitschr. 1. Heft 1947), wo die Molekulargewichte der Serumproteine nach 
der Methode der longitudinalen Streuung bestimmt wurden, wurde betont, 
daB die von mehreren Forschern ausgesprochene Vermutung, dab die 
einzelnen aus dem Serum dargestellten Proteine wahrscheinlich Kunst- 
produkte sind, richtig ist, weil das mittlere Molekulargewicht der Pro- 
teine, bestimmt am nativen Menschenserum, gewohnlich hoher ist als das 
aus den Molekulargewichten einzelner Proteine berechnete mittlere 
Molekulargewicht. Besonders hoch war das mittlere Molekulargewicht 


1 LEPESCHKIN, Protoplasma 27, 351 (1937) u.a. 
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der Serumproteine nach Zusatz von Acetatpuffer bei py = 4,8 und py 

4,9. Wie in meiner friiheren Arbeit berichtet wurde, wird bei diesem py 
das gréBte mittlere Molekulargewicht der Serumproteine auch mittels der 
Methode der Titration mit Aceton nach JIRGENSONs gefunden (vgl. die oben 
zitierte Arbeit in der Kolloid-Zeitschr. 1947). Hier wird ein Beispiel der Be- 
stimmung des mittleren Molekulargewichts der Serumproteine angefiihrt. 
Das py des Serums wurde durch Zusatz von Acetatpuffer auf 7,6 gestellt. 

Als Vergleichssuspension diente, wie erwahnt, eine frisch vorbereitete 
Suspension von essigsaurem Cholesterin. Nachdem durch Zusatz dieser 
Suspension zu Wasser in der Kiivette eine Suspension erhalten wurde, 
deren TYNDALL-Effekt im Dunkelrot (Lichtfilter, vgl. Abschn. 2), von oben 
gesehen, dem des zu untersuchenden Serums gleich war, wurde die Streu- 
ung des Serums und der Suspension photographiert. Gleichzeitig wurde 
auch die Streuung der im Dunkelrot optisch leeren Lésung von Eialbumin!, 
deren Py mit 3% Acetatpuffer auf 4,8 gestellt und deren Proteingehalt 
(7,8 %) dem des Serums gleich war, photographiert (@ = 3,5 und Exposi- 
tionszeit = 120 Sek.). Die Messung der Streuungshalbkreise ergab die 
folgenden Werte (ausgedriickt in mm und qmm): 

Serum hatte 2 = 36,5 und / = 538 oder nach der Beriicksichtigung der Ab- 
sorption der Strahlen, fiir die die Platten empfindlich sind, durch das Serum 
(diese Absorption betrug 11%, des in die Kiivette einstrahlenden Lichts)? # = 597. 
Die Cholesterinsuspension hatte B = 34 und / = 485, so daB die longitudinale 
Streuung des Serums war: Py, = 597 — 487 = 112. Die longitudihale Streuung 
der Albuminlésung war 2 = 10 und F = 57 oder rg der Beriicksichtigung der 
Absorption, die beim Albumin 7%, betrug, / = 61. Da die vordere Kiivetten- 
wand 4%, Licht reflektierte, so sind die ache Werte der longitudinalen 
Streuung des Serums P, = 116 und die des Albumins P, = 63. Das mittlere 
M i der Serumproteine / ergibt sich aus der Gleichung: 116/63 = 


ie U , wobei M/, das Molekulargewicht des Eialbumins ist, das wir dem mitt- 
i) 


leren Wert aus 34000 und 40000, d. h. 37000, gleich annehmen (vgl. meine Arbeit 
in dieser Zeitschr. 314, 135 [1943]). 

Aus der Gleichung erhalten wir: M = ca. 230000. 

In anderen Versuchen wurden die folgenden mittleren Molekularge- 
wichte der Serumproteine gefunden. Bei py = 6-8: 140000, 160000, 
200000, 270000, 330000 und 340000. Bei Py = 4,8: 810000 und gooooo. 

Nach der Methode der Titration mit Aceton habe ich in der friiher zitier- 
ten Arbeit gefunden, daB bei py = 8,15 auf 2 ccm Serum 0,65 ccm Aceton 


1 Die ‘Bereitung dieser Lésung ist in meiner oben zitierten Arbeit angegeben 
(Kolloid-Zeitschr. 105, 143 [1943]). JinGeNsons (Kolloid-Zeitschr. 98, 72 [1942]) 
gibt an, daB veralterte Sole von Eialbumin einen Zerfall der Molekiile zeigen, was 
mit einem unangenehmen Geruch verbunden ist. In meinen Versuchen wurde 
immer 3%, Acetatpuffer zur Albuminlésung zugesetzt und die Lésung bei 3°/C 
aufbewahrt. In diesem Falle wurde keine Verminderung des Molekulargewichts 
des Albumins beobachtet. ? Diese wurde, wie in meinen friiheren Arbeiten, auf 
dem photographischen Wege ermittelt (vgl. Kolloid-Zeitschr. 105, 143 [1943]). 

2 
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zugesetzt werden miissen, um die erste Triibung hervorzurufen, bei py 
== 4,8 waren aber dazu 0,25 ccm Aceton notwendig. Die Acetonkonzentration 
war also entsprechend 0,24 und 0,11. Nach der I. Log.-Molekulargewichts- 
Gerade von JrrGeNsons! entsprechen diese Zahlen dem Log. des Mole- 
kulargewichts von ca. 5,4 und 5,8, so daB das Molekulargewicht selbst ent- 
sprechend gleich 250000 und 630000 ist. 

Bekanntlich betragen Albumin 60 % und Globuline 40 % der Gesamt- 
proteine im Menschenserum, so da das mittlere Molekulargewicht (Mol.- 
Gew. des Serumalbumins = 65000, das der Serumglobuline = 140000) 
der Serumproteine sich zu 103000 berechnen laBt. Diese Nichtiiberein- 
stimmung der berechneten und gefundenen Molekulargewichte zeigt, daB 
die Serumproteine in nativem Serum Komplexe bilden, die bei der Dar- 
stellung einzelner Proteine nach den iiblichen Methoden zerfallen. Beim 
Aufbau dieser Komplexe diirften sich nicht nur EiweiBkérper, sondern 
auch auBerdem andere Substanzen beteiligen, wie z. B. Lipoide?. 

Es soll noch darauf aufmerksam gemacht werden, da die Triibung des Se- 
rums und auch die TyNDALL-Streuung der Vergleichsuspension in meinen Ver- 
suchen variierte. So betrug die letztere Streuung in verschiedenen Versuchen 
56-70% der Gesamtstreuung des Serums. Nur in einem ganz durchsichtigen 
Serum, das von einem Mann genommen war, der eine allgemeine Sklerose hatte, 
betrug die Streuung der Vergleichsuspension 40% der Gesamtstreuung. Merk- 
wiirdigerweise war die Triibung des Serums bei fg = 4,8 groBer als bei fy = 6-8, 
die TyNDALL-Streuung der Vergleichsuspension mit dem gleichen von oben be- 
obachteten TyNDALL-Effekt wie das Serum war aber kleiner und betrug nur 30%, 
der Gesamtstreuung in beiden untersuchten Fallen. Es scheint also zu sein, daB 
die Triibung des Serums nicht nur von der TyNDALL-Streuung, sondern auch von 
der longitudinalen Streuung abhangt. 

Da das mittlere Molekulargewicht der Serumproteine mit dem py sich 
verindern kann, war es notwendig, vor der Untersuchung der Wirkung 
der Kurzwellen festzustellen, ob das py des Serums keine spontanen Ver- 
anderungen zeigt. Das Serum wurde nach der pu-Bestimmung in eine 
flache Kristallisierschale gegossen und bei 3° C sich selbst iiberlassen. 
Jeden Tag wurde die Fliissigkeit bis zum friiheren Volumen mit destil- 
liertem Wasser aufgefiillt und ihr pg bestimmt. Die gefundenen Werte 
waren die folgenden: py = 8,03, 8,50, 8,56, 8,58 und 8,62. 

Diese VergréBerung des py-Wertes, die.dem Entweichen von CO, zu- 
zuschreiben ist, war bei Zimmertemperatur noch bedeutender und konnte 
offenbar auch das Molekulargewicht der Proteine beeinflussen. Infolge- 
dessen wurde ein Phosphat- oder Acetatpuffer entweder vor der Ein- 
wirkung der Kurzwellen oder nachher, vor der Bestimmung der longitudi- 
nalen Streuung, dem Serum zugesetzt, so daB das py aller Lésungen 
gleich war. 


‘1-JinGENsons, J. prakt. Chemie 160, 65 (1942). 
2 Macuepoeur, M. u. Tayen, F. (C.R.A.Sc. 206, 860, [1938]) kamen zu dem 
Schlusse, daB Lipoide des Serums an EiweiBkoérper gebunden sind. 
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4. Wirkung der 20 m langen elektrischen Wellen auf das mittlere 
Molekulargewicht der Serumproteine, nach der Methode 
der longitudinalen Streuung. 

In allen Versuchen mit der Wellenlange 20 m wurden je 5 ccm Serum in Erlen- 
meyer-Kélbchen gegossen. Alle Kélbchen wurden mit Korken verschlossen und 
nacheinander ins Kondensatorfeld verschieden lange Zeit gebracht. Da die zum 
Photographieren der Streuung dienende Kiivette wenigstens 10 ccm Serum ent- 
halten muB, damit die Reflexion der Strahlen von der inneren Oberflache des Me- 
niscus ausbleibt, so wurden fiir jede Dauer der Einwirkung der Kurzwellen zwei 
Kélbchen verwendet, deren Inhalt vor der Streuungsbestimmung in die Kiivette 
zusammengegossen wurde. 

Zuerst wird hier ein Versuch angefiihrt, in welchem dem Serum kein 
Puffer zugesetzt wurde. Es wurde die Streuung ultraroter Strahlen im Serum 
vor der Einwirkung der Kurzwellen und 3 Stunden nach dieser Einwirkung 
bestimmt. Expositionszeit war 120 Sekunden, a = 3,5 mm. Die Ergebnisse 
der Streuungsmessung waren die folgenden: 

Vor der Einwirkung der Kurzwellen war 2 = 25, / = 262; nach 15 Sek. Wir- 
kung B = 24, F = 243; nach 30 Sek.: B = 25, F = 262; nach1 Min.: B = 25,5, 
F = 272; nach § Min.: B = 25, F = 262. 

Dieses Resultat ist so zu deuten, daB infolge des Entweichens von Kohlen- 
dioxyd das py des Serums wiahrend der 3 Stunden, die vor der Bestimmung 
der Streuung vergingen, zunahm, was eine kleine Verminderung des Mole- 
kulargewichts der Serumproteine verursachte. Nach einer 30 Sek. dauernden 
Einwirkung der Kurzwellen und noch mehr nach 1 Min. vergréBerte sich 
aber das Molekulargewicht wieder, obwohl noch immer CO, entwich und 
wir eine weitere Abnahme des Molekulargewichts erwarten konnten. Diese 
Zunahme miissen wir also der Einwirkung der Kurzwellen zuschreiben. 

In den folgenden Versuchen wurden 2%, KH,PO, vor der Bestimmung 
der Streuung in jedes Kélbchen zugesetzt, so daB das py iiberall konstant 
wurde (py = ca. 6). Bei der Kurzwelleneinwirkung war aber das Serum 
nicht gepuffert (py = 7,1 bis 7,8). Die Resultate sind in Tabelle I zusam- 
mengestellt. 

Tabelle I. 
B ist Breite, / Flache der Streuungshalbkreise (mm und qmm). Z ist die Dauer 
der Kurzwellenwirkung in Minuten. a = 3,5, Expositionszeit 120 Sek. Die Tyn- 
DALL-Streuung blieb nach der Kurzwellenwirkung unverandert. 
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Im Versuch 3 wurde gleichzeitig mit der Gesamtstreuung auch die 
TYNDALL-Streuung bestimmt. Sie war gleich: B = 21 und F = 191. Nach 
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Beriicksichtigung der Absorption (11 %) und Subtraktion der TyNDALL- 
Streuung haben wir die folgende longitudinale Streaung: Serum vor der 
Kurzwellenwirkung: P, = 122; nach 15 Sek. P, = 145; nach 30 Sek. 
P, = 100; nach 2 Min. P, = 78; nach 5 Min. P; = 100 und nach 10 Min. 
P, = 157. Gleichzeitig wurde die longitudinale Streuung der optisch 
leeren Eialbuminl6sung bestimmt, deren Proteingehalt dem des Serums 
(8,3 %) gleich und deren py mit Acetatpuffer auf 4,8 gestellt worden war. 
Sie war B = 11,2, F = 68 oder nach Beriicksichtigung der Absorption 
(8%) Py = 73. Nach Zuzahlung des von der Kiivette reflektierten Lichts 
(4%) haben wir die folgenden mittleren Molekulargewichte der Serum- 
proteine (berechnet nach der Formel: P5/P, = y M/37 000): vor der Kurz- 
wellenwirkung: ca 170000, nach 15 Sek.-Wirkung: 300000, nach 30 Sek. 
90000, nach 2 Min. 44000, nach 5 Min. 90000 und nach 10 Min. Kurz- 
wellenwirkung: 370000. 

Im folgenden Versuch wurde dem Serum vor der Kurzwellenwirkung 
Acetatpuffer (2/5) zugesetzt. Ein Teil dieses Serums hatte py = 7,7, ein 
anderer Teil py = 6,0. Die Kélbchen wurden nacheinander der Wirkung 
der Kurzwellen ausgesetzt. Die Resultate waren die folgenden: 

Versuch 4. a) fy = 7,7; vor der Kurzwellenwirkung war B = 27, F = 303; 
nach 15 Sek. Wirkung B = 28, F = 325; nach 30 Sek. Wirkung dasselbe; nach 
2 Min. B = 26,5, F = 292; nach § Min. B = 26,5, F = 292; b) pH = 6,0; Se- 
rum vor der Kurzwellenwirkung 2B = 28,5, / = 336; nach 15 Sek. Wirkung 
B = 29, F = 347; nach 30 Sek. B = 29, F = 347; nach 2 Min. B = 27, F = 303; 
nach 5 Min. B = 28,5, F = 336. 

Noch drei Versuche werden hier angefiihrt, in welchen das Serum der 
Einwirkung der Kurzwellen in der Kiivette selbst ausgesetzt wurde, wo- 
bei dieselbe entweder parallel oder perpendikular zu den Kraftlinien des 
Kondensatorfeldes gestellt und das Serum nicht gewechselt wurde. Da die 
Kiivette, wie friiher erwahnt, 10 ccm Serum enthielt, so war die Feldstirke 
in der Fliissigkeit kleiner als in den oben beschriebenen Versuchen, wo 
jedesmal nur 5 ccm Serum behandelt wurde. Infolgedessen war die Wir- 
kung der Kurzwellen langsamer. Das Serum enthielt 2% Acetatpuffer 
und hatte py = 5,9. Die Expositionszeit war 80 Sek. und a = 3,5 mm. 

Versuch 5. Die Kiivette wurde perpendikular zu den Kraftlinien gestellt. Vor 
der Einwirkung der Kurzwellen: B = 30, F = 370 oder nach Beriicksichtigung 
der Lichtabsorption (10%): # = 407. Die TyNDALL-Streuung im Dunkelrot war: 
B= 28, F = 325. Nach 30 Sek. Wirkung war die Gesamtstreuung: B = 31, 
F = 394; nach 2,5 Min. B = 31, F = 394; nach 7,5 Min. B = 30, F = 370; 
nach 17,5 Min. B = 33, F = 444. Da die TyNDALL-Streuung und Absorption 
sich nicht gedndert hatten, war die longitudinale Streuung vor der Kurzwellen- 
wirkung 82, nach derselben entsprechend: 108, 108, 82, 153 und das relative 
Molekulargewicht der Serumproteine, wenn dieses Gewicht vor der Einwirkung 
der Kurzwellen gleich 1 gesetzt wird, war entsprechend: 1, 2,2, 2,2, 1, 6. 

Versuch 6. Die Kiivette wurde parallel zu den Kraftlinien gestellt. Vor der 
Einwirkung: B = 30, F = 370; der TYNDALL-Effekt war / = 325. Nach der 
Einwirkung der Kurzwellen wahrend 30 Sek. B = 30,5, F = 382, nach 14% Min. 
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B = 31, F = 394, nach 8;5 Min. B = 32, F = 419, nach 18,5 Min. B = 31,5, 
F = 406. Die longitudinale Streuung war vor der Kurzwellenwirkung 82, nach 
derselben entsprechend: 95, 108, 108, 136, 121 und das relative Molekulargewicht: 
1, 1,5, 2,2, 2,2, 4,4 und 3,2. 

Versuch 7. Die Kiivette wurde perpendikular zu den Kraftlinien gestellt. Vor der 
Einwirkung der Kurzwellen: 2 = 27,5, / = 314; nach ¥% Min. Einwirkung B = 28, 
F = 325; nach 3 Min. B = 29, F = 347; nach 10 Min. B = 27,5, F = 314; 
nach 20 Min. B = 26, F = 282. Die TynpAtu-Streuung blieb unveriindert. 

In allen angefiihrten Versuchen vergréBerten die Kurzwellen zunichst 
das mittlere Molekulargewicht der Serumproteine, um es bei weiterer 
Wirkung zu verkleinern (besonders stark in Versuch Nr. 3). Trat die Ver- 
kleinerung des Molekulargewichts schon wahrend der ersten Minuten der 
-‘Kurzwellenwirkung ein, so kann im Weiteren wieder eine VergréBerung 
desselben beobachtet werden. (Versuche 2, 3, 4b und 5). In Versuchen 5 
bis 7, wo die Feldstarke, wie erwahnt, schwacher als in den anderen Ver- 
suchen war, hielt die Vergr6Berung des Molekulargewichts linger als in 
diesen an. 

Ein besonderer Versuch zeigte, daB die minimale Wirkungsdauer der 
Kurzwellen 15 Sek. war: bei 5 und 10 Sek. ihrer Wirkung wurde keine Ver- 
anderung der Molekulargewichte beobachtet. 

Die Streuung wurde im Versuch 4 direkt nach der Wirkung der Kurz- 
wellen bestimmt. Dieselben Streuungswerte wurden auch erhalten, wenn 
die Bestimmung der. Streuung erst 4 Stunden nach dieser Wirkung gemacht 
wurde. Wurde aber die Streuung 3 Tage nach der Wirkung der Kurzwellen 


bestimmt, wobei das Serum bei 3° C aufbewahrt wurde, so war die anfang- 
liche VergréBerung des Molekulargewichts verschwunden, wahrend die 
Verminderung dieses Gewichts noch immer anhielt. Das Serum, das im 
Versuch 1 der Einwirkung der Kurzwellen ausgesetzt war, wurde ebenfalls 
bei 3° C aufbewahrt. Nach 2 Tagen verschwand auch hier die VergréBe- 
rung des Molekulargewichts. Die nach 2 und 10 Min. der Wirkung beob- 
achtete VergréBerung dieses Gewichts verwandelte sich aber in eine kleine 


Verminderung desselben. 


5. Wirkung der 6 m langen elektrischen Wellen auf das 
Molekulargewicht der Serumproteine. 


Wie in Abschnitt 2 erwahnt, wird die Wirkung des elektrischen Feldes 
mit einer Wellenlange von 6 m, im Gegensatz zu dem mit einer Wellenlange 
von 20m, immer von der Entwicklung eines merklichen Leitungsstroms 
und einer Temperaturerhéhung begleitet. Diese wird fiir jedes Kélbchen 
durch die Angabe der Endtemperatur in Klammern bezeichnet. Wurde das 
Kélbchen in ein mit Schnee gefiilltes Becherglas gestellt, so wird das durch 
»(Schn.)“ angegeben. 

Wurde das Menschenserum nicht gepuffert, so wurde, wie bei der Wir- 
kung der 20m langen Wellen, zunichst immer eine Verkleinerung des 
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Molekulargewichts beobachtet, die sich bei weiterer Wirkung in eine 
VergréBerung verwandelte, wie der folgende Versuch zeigt (a = 3, Expo- 
sitionszeit 120 Sek.). 

Versuch 8. Durch Zugabe von Salzsaiure und Kalilauge wurde das Jy von 
zwei Portionen Serum auf 6,08 und 8,52 gesetzt. Vor der Wirkung der Kurz- 
wellen war im saueren Serum # = 28, F = 320 und im alkalischen B = 27,5, 
F* = 309. Nach 30 Sek Wirkung war in beiden: 2 = 27, F = 297 (22°), nach 
2 Min. B = 29,5, & = 353 (Schn. 16°) und B = 28, F = 325 (26°); nach 5 Min. 
B = 30, & = 365 (Schn. 16°) und B = 27,5, # = 309 (Schn. 16°), Die TyNDALL- 
Streuung veranderte sich nicht nach der Kurzwellenwirkung. 

Wie friiher miissen wir die anfangliche Verkleinerung des Molekular- 
gewichts dem Entweichen von Kohlendioxyd zuschreiben; die nachfolgende 
VergréBerung desselben kommt aber durch die Wirkung der Kurzwellen 


zustande. 

In den folgenden Versuchen wurde das py des Serums durch Zugabe von 
2 %, Phosphatpuffer vor der Bestimmung der Streuung auf 6,0 gestellt. 

Versuch 9. Die Kélbchen enthielten je 10 ccm Serum. Vor der Kurzwellen- 
einwirkung: B = 29,5, F = 353. Die TYNDALL-Streuung war B = 26, F = 277 
und Absorption 10%, die longitudinale Streuung war also P = 111. Nach 30 Sek. 
Wirkung keine Veranderung. Nach 1 Min. B = 31, & = 389 (Schn. 19°), nach 
2 Min. B = 30,5, F = 377 (Schn. 21°), nach 3 Min. B = 30, F = 365 (Schn. 
30°), nach 10 Min. B = 30, F = 365 (Schn. 34°). Die longitudinale Streuung 
war entsprechend: 151, 142, 124, 124. Das relative mittlere Molekulargewicht 
der Serumproteine (vor der Kurzwellenwirkung gleich 1 gesetzt) war: 1, 1, 2,5, 
8:23:23: 

Versuch 10. Die Kélbchen enthielten je 5 ccm Serum. Vor der Kurzwellen- 
wirkung war B = 32,5, = 426. Die TYNDALL-Streuung war B = 29, F = 342 
und die Absorption 10%. Die longitudinale Streuung war also P = 126. Nach 
30 Sek. Wirkung B = 33,5, / = 452 (34°); nach 1 Min. B = 36, F = 520 (43°); 
nach 2 Min. B = 35,5, / = 505 (56°); nach 3 Min. wie nach 2 Min., aber die 
Temperatur stieg bis 64°. Nach 5 Min. Wirkung & = 35, F = 492 (Schn. 24°) 
und nach 10 Min. B = 35,5, / = 505 (Schn. 34°). Die longitudinale Streuung 
war entsprechend: 155, 230, 213, 213, 199, 213 und das Molekulargewicht (vor 
der Kurzwellenwirkung gleich 1 gesetzt): 1, 1,8, 5,9, 4,8, 4,8, 3,8 und 4,8. 

Wie zu erwarten war, wurde beim gepufferten Serum keine anfangliche 
Verkleinerung des Molekulargewichts beobachtet. Da die Feldstarke in 
Versuch 10 starker war (5 ccm Serum!), so wurde die VergréBerung des 
Molekulargewichts schon bei der 30-Sek.-Wirkung beobachtet. 

Im allgemeinen ist aus den angefiihrten Versuchen zu ersehen, dab das 
elektrische Feld mit einer Wellenlinge von 6m, ahnlich wie das mit einer 
Wellenlange von 20 m, das Molekulargewicht der Serumproteine ver- 
gréBert, bei der weiteren Wirkung aber es wieder verkleinert, wobei im 
Falle der 6-m-Wellenlange das Molekulargewicht trotz dieser Verkleine- 
rung groBer bleibt als vor der Feldwirkung. 

Vergleichen wir die Wirkung der Kurzwellen von 6 m Lange mit der von 
einer Lange von 4m und 3 m, so finden wir keinen qualitativen, sondern 
nur einen quantitativen Unterschied. Alle untersuchten Arten der Kurz- 
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wellen verursachen in den ersten Minuten ihrer Wirkung eine VergréBe- 
rung des mittleren Molekulargewichts der Serumproteine, die sich bei der 
weiteren Wirkung in eine Verminderung desselben verwandelt. Dieser 
riicklaufige Proze® tritt aber bei verschiedenen Kurzwellen in verschiedener 
Zeit auf. Auch der Grad der eingetretenen Polymerisation der Proteinmole- 
kiile ist verschieden. Als ein Beispiel wird hier die Wirkung der Kurzweilen 
mit 6 m und 3 m Lange verglichen. 









Der verwendete Apparat war der von Maruo.tpt. Der Abstand seiner Kon- 
densatorplatten war 5 cm. Fiir jede Zeitdauer der Kurzwellenwirkung wurden 
zwei Kélbchen mit je 5ccm Serum (fy = 7,8, Acetatpuffer) gebraucht, deren In- 
halt in die Kiivette zum Photographieren der Streuung zusammengegossen wurde. 
Die Resultate sind in Tabelle II angegeben. 







Tabelle Il. 


P ist die longitudinale Streuung, J/ das relative Molekulargewicht der Serum- 
proteine, wobei das vor der Kurzwellenwirkung gleich 1 gesetzt ist. In Klammern 
ist die Endtemperatur des Serums in den Kélbchen nach der Kurzwellenwirkung. 
Uber die Bedeutung anderer Buchstaben vgl. Tabelle I. Die Tynpa.t-Streuung 
war: / = 262. 
















Art der Kurzwellen 3m 6m 





Wirkungsdauer ‘ - | P 
in Minuten e . s " . $ 


o 


















B a6: |. 2855 30,5 31 29,5 28,5 28 
fF 325 | 336 382 394 358 336 325 
ya 101 114 165 17 138 114 101 
Uv ny 1,4 4,3 5.4 2,5 1,4 1 

(18°) (23°) (26% (28°) (19) (20%) (20°) 






Zu Tabelle II ist zu bemerken, daB die Leistung des Apparats mit der 
Wellenlange des Wechselfeldes abnimmt. Die Feldstarke war also kleiner 
bei einer Wellenlinge von 3 m als bei der anderen. Infolgedessen trat die 
VergréBerung des Molekulargewichts eher im zweiten Fall auf als im er- 
sten. Die nachfolgende Verkleinerung desselben wurde ebenfalls bei 6-m- 
Wellenlange friiher beobachtet. Ob aber die starkere VergroBerung des 
Molekulargewichts bei 3-m-Wellenlange der milderen Feldwirkung oder 
der Eigentiimlichkeit in der Wirkung dieser Wellenlange zuzuschreiben ist, 
konnte nicht entschieden werden. Dementsprechend wurde im folgenden 
Versuch die Leistung dieses Apparats bei allen untersuchten Wellen- 
langen gleich gemacht (durch Regulation der Spannung und Stromstarke). 
Diese Leistung war bei allen Wellenlingen 40 Watt gleich (bestimmt 
mit Hilfe einer Phantomlampe und eines Pyrometers). Das py des Serums 
war nach dem Pufferzusatz 7,9. Die photographische Aufnahme der 
Streuung wurde 4 Stunden nach der Kurzwellenwirkung gemacht. Die 
Expositionszeit war dabei 120 Sek., a = 3,5. Die Resultate sind in Tabelle III 
angegeben. 
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Tabelle T11. 


Die Bedeutung der Buchstaben vgl. Tabelle II. In Klammern ist die End- 

temperatur des Serums in den K6lbchen nach der Kurzwellenwirkung an- 

gegeben. Die TyNDALL-Streuung im Serum veranderte sich nicht nach dieser 
Wirkung und war gleich: B= 18,5 und F = 152. 





Wellenlinge: 3m 4m 


Wirkungsdauer 3 8 
in Minut. : : 





B «te OAR y BAe 22, 28 23 [2,8 2 3 
F 3) 314 262 216 325 225 | 295 262 
ad 1 198 141 89 209 99 | 178 141 

1,2: 0.40 OA 1,4 0,14 0,1 | 09 0,4 0,14 


(23°) (30°) (38°) (28°) (41°) (47°) (22°) (30°) (36°) 


2 
22 
9 


9 





Tabelle III zeigt, daB trotz der gleichen Leistung des Apparats bei ver- 
schiedenen Wellenlingen diese eine ungleiche Wirkung auf Proteinmole- 
kiile hatten. Wie in Tabelle II, iibten die 3 m langen Wellen eine starker 
polymerisierende Wirkung aus als die 6 m langen, die bei 40 Watt nur eine 
verhaltnismaBig schwache zerstérende Wirkung hatten. Die starkste poly- 
merisierende Kraft, zugleich aber auch die am schnellsten auftretende zer- 
stérende Wirkung hatten die 4 m langen Wellen. Die Ursache der unglei- 
chen Wirkung verschiedener Wellen liegt wahrscheinlich in der kleineren 
oder groBeren Ubereinstimmung der hervorgerufenen Bewegungen mit der 
Molekularbewegung, d. h. in einer Resonanz zwischen beiden Bewegungs- 
arten. 


6. Bedeutung der Erwarmung bei der Kurzwellenwirkung. 


Wie friiher erwahnt, war die Erwarmung des Serums im elektrischen 
Felde von einer Wellenlange von 20 m nicht merklich (¢ 1°), und trotzdem 
riefen die Kurzwellen eine Veranderung im Serum hervor. Es ist freilich die 
Vermutung méglich, daB8 die EiweiBmolekiile bei der Wirkung des elek- 
trischen Felds starker erwirmt werden als die Lésung, in der sie suspen- 
diert sind (,,Punktwarme‘!). Die Hauptbedingung solcher selektiven Er- 
warmung ist jedoch eine passende Leitfahigkeit bzw. Dielektrizizatskonstan- 
te der Teilchen. Da die sie umgebende Lésung Mineralsalze enthalt und die 
beweglichsten von Proteinmolekiilen produzierten Ionen (H, OH) auch die- 
ser Lésung angehoren, so ist anzunehmen, daf die Leitfahigkeit der Protein- 
molekiile kleiner als die der sie umgebenden Lésung ist. Der Leitungs- 
strom ist also in den Teilchen schwicher als in der umgebenden Lésung. 
Die Dielektrizitatskonstante der Proteinmolekiile kann auch nur kleiner 
sein als die der umgebenden Lésung, weil sie weniger Wasser enthalten als 
diese, und ausgetrocknete Proteine als Isolatoren dienen kénnen, so daf in 
ihnen nur ein Verschiebungsstrom zu erwarten ist. 
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Wir kénnen also in Ubereinstimmung mit Esau! annehmen; daB die 
Proteinmolekiile im hochfrequenten Wechselfeld eine niedrigere Tempera- 
tur haben als die umgebende Lésung. Die Beobachtung, daB Hiihnereiwei8 
im. Felde einer 4,8-m-Welle bereits bei 57° gerinnt, wahrend das im Wasser- 
bade erst bei 62° der Fall ist,? spricht jedenfalls nicht dafiir, daB die Pro- 
teinmolekiile im Felde starker erwarmt werden als die umgebende Lésung, 
weil die Dielektrizitatskonstante dieser Lésung im elektrischen hochfre- 
quenten Felde sich verandert. Die GréBe dieser Konstante kann aber nicht 
nur die Geschwindigkeit der Denaturierung, sondern auch die der Koagula- 
tion der denaturierten Proteine beeinfluBen.* 

Die Annahme, daB die Proteinteilchen im hochfrequenten elektrischen Felde 
kiihler sind als die umgebende Lésung, findet eine Bestatigung in den Er- 
gebnissen des Versuchs 10 (Abschnitt 5). Trotz der Temperaturerhéhung bis 
56° und sogar bis 64° nach 2 Min. und 3 Min. dauernder Feldwirkung wurde 
eine VergréBerung des mittleren Molekulargewichts im Vergleich mit seinem 
urspriinglichen Wert beobachtet, obwohl bei diesen Temperaturen schon die 
Hydrolyse im DenaturierungsprozeB beginnt (vgl. meine Arbeit in der Kolloid- 
Zeitschr.). 

Trotz der angefiihrten Griinde wurde vielfach die Meinung ausge- 
sprochen, daB die Wirkung der Kurzwellen in allen Fallen nur von der 
durch sie hervorgerufenen Erwarmung abhangt. Es war also wichtig zu 
untersuchen, wie die Erwarmung allein das mittlere Molekulargewicht der 
Serumproteine beeinfluBt. 

In einer vor kurzem publizierten Arbeit iiber die Warmewirkung auf 
Menschenserum) habe ich gefunden, da®B Aceton die erste Triibung im 
Serum beim Erwirmen leichter hervorruft als bei niedriger Temperatur, was 
auf die VergréBerung des Molekulargewichts des am leichtesten durch 
Aceton abgesetzten Serumproteins, d. h. des Euglobulins, hinweist. In der 
Tat zeigte auch die Bestimmung der longitudinalen Streuung fiir ultrarote 
Strahlen, da®B Euglobulin (die Darstellung desselben vgl. meine Arbeit 
in der Kolloid-Zeitschr. 1947) beim Erwiairmen, wie Ovalbumin, eine 
Polymerisation aufweist. 

Die Erwarmung der Lésungen bei konstanter Temperatur, die vor der 
photographischen Aufnahme der Streuung stets 5 Min. dauerte, wurde 
durch Einsetzen einer doppel-U-férmigen Kupferréhre, durch die Wasser 


1 Esau (zitiert nach SCHLIEPHAKE: Ergebnisse der biophysikalischen For- 
schung Bd. I S. 254. Leipzig: Thieme 1938) zeigte bekanntlich, daB in einer O1- 
Wasser-Emulsion durch Kurzwellen Wasser viel starker erwarmt wird als Ol. In 
unserem Fall (Proteinlésungen) sind aber die Teilchen so klein, daB ein bedeu- 
tender Unterschied zwischen den Teilchen und der umgebenden Lésung nicht 
zu erwarten ist. KRASNY-ERGEN (Arch. phys. Ter. 21, 362 [1940]) berechnet die 
,,Punktwarme** bei 10 uw groBen Teilchen in Wasser im besten Fall nur um 
0,000019 héher als die Temperatur ihrer Umgebung. ? Kowarscuik: Kurz- 
wellentherapie. Wien: Springer 1936. *% LepescnuKkin, W.: Kolloid-Zeitschr. 39, 


41 (1926). 4 s. vorh. Note. 





28 W. W. LEPEScHKIN: 


konstanter Temperatur geleitet wurde, in die Kiivette erzielt. Die Resultate 
waren die folgenden: 

Versuch 11. Die Gesamtstreuung einer 3%-Lésung von Euglobulin in 5%- 
Natriumchlorid bei 14° C war: B = 20, F = 175 oder nach Zugabe der Absorp- 
tion (8%) # = 189. Da die TynDaALt-Streuung der Vergleichssuspension (koll. 
Schwefellésung + Cholesterin) bei 14 bis 39° konstant war (B = 8 und F = 44), 
so war die longitudinale Streuung bei 14° gleich 145. Bei 25° war sie 162, bei 
39° 172 und bei 45° 182. 

Untersuchen wir nun die longitudinale Streuung der anderen Kompo- 
nenten der Serumproteine, des Pseudoglobulins und des Albumins, so 
finden wir, daB im Gegensatz zu Euglobulin, diese (wie Gelatine)") eine Ver- 
minderung ihrer Molekulargewichte beim Erwarmen zeigen, wie aus dem 
Versuch 12 folgt. 

Versuch 12. Die Gesamtstreuung einer 8%igen Pseudoglobulinlésung (in 5 %- 
NaCl) war: # = 370 bei 14° C, F = 358 bei 24° und 33° und F = 325 bei 40°. 
Nach der Zugabe der Absorption und Subtraktion der TyNDALL-Streuung (/ 
== 272, als Vergleichssuspension wurde kolloide Schwefellésung benutzt) war die 
longitudinale Streuung entsprechend: 127, 114 und 79. In einer 8°/)-Lésung von 
Serumalbumin war die longitudinale Streuung bei 14° C 212, bei 25° 137, bei 
35° 113 und bei 45° 69. 

Da Albumin und Pseudoglobulin mehr als 80 % der Gesamtproteine des 
Menschenserums betragen, so kénnten wir erwarten, daB bei der Warme- 
wirkung auf das Serum eine Verminderung des mittleren Molekular- 
gewichts seiner Proteine beobachtet werden muB. Dies ist in der Tat so, 
wie aus Tabelle IV zu ersehen ist. Das py des Serums wurde in den Ver- 


suchen durch Acetatpufferzusatz konstant gehalten. 


Tabelle IV. 


P ist die longitudinale Streuung im Menschenserum, d. h. die Gesamtstreuung 

nach Zugabe der Absorption (12%) und Abzug der TyNDALL-Streuung —/’ = 226- 

(Vergleichssuspension war essigsaueres Cholesterin in Wasser), JZ ist das relative 

mittlere Molekulargewicht der Serumproteine (das bei 149 C = 1). Uber die 
Bedeutung anderer Buchstaben vgl. Tabelle I. 





Versuch-Nr. 
und py a6 
des Serums 


M 





14° 1 

25° ; 79 (0,7 - 

20° _ - — 2 56 
34° |: 24, 0,2 | 225 35 
40° 216 0,01 | — 
47° 216 0,01 | 15 
55° 208 = 7<0,01 “ _~ 


Aus Tabelle IV ist zu ersehen, daB bei VergréBerung der Temperatur 
die longitudinale Streuung des Serums und das mittlere Molekulargewicht 


1 LEPESCHKIN, Diese Zeitschr. 314, 135 (1943). 
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seiner Proteine, unabhangig davon, ob es alkalisch oder sauer ist, fort- 
wahrend abnimmt. Bei 55° beginnt schon die Denaturierung der Serum- 
proteine, die von einer Hydrolyse, also einem irreversiblen Zerfall der Pro- 
teinmolekiile, begleitet wird!. Die Veranderungen des mittleren Molekular- 
gewichts bei 25 bis 47° sind dagegen reversibel, wobei die Herstellung des 
friiheren Molekulargewichts bei 14° desto mehr Zeit verlangt, je hdher 
die Temperatur ist. Nach Erhitzen bis 25° oder 34° geniigen 5 Min. zur 
Herstellung dieses Molekulargewichts, wahrend nach Erhitzen bis 47° 
im Versuch 15 nach einer 7 Min. dauernden Abkiihlung bis 14° das 
Molekulargewicht nur bis 0,2 des urspriinglichen Molekulargewichts zu- 
nahm. 

Die absoluten Werte der berechneten Teile des urspriinglichen Mole- 
kulargewichts sind in Tabelle IV selbstverstandlich nur annahernd richtig. 
Wir haben jedenfalls zu schlieBen, daB Erwarmen des Menschenserums 
zunichst zu einer reversiblen und dann zu einer irreversiblen Verkleinerung 
des mittleren Molekulargewichts der Proteine fiihrt. Da die Kurzwellen 
im Gegensatz dazu zuerst immer eine VergréBerung des mittleren Mole- 
kulargewichts hervorrufen, so haben wir zu schlieBen, daB die Kurzwellen 
nicht durch eine Erwarmung der Proteinmolekiile wirken. Aber auch dann, 
wenn unter der Einwirkung der Kurzwellen eine Verminderung des Mole- 
kulargewichts bei fortdauernder Wirkung beobachtet wird, hangt diese 
Verminderung nicht von der Erwarmung des Serums ab. Das wird durch 
den Vergleich der 2 und 5 Min. dauernden Feldeinwirkung im Ver- 
such 10 bestitigt. Bei der Abkiihlung des Serums mit Schnee (die auch 
die Proteinteilchen kiihler machen muB) war das Molekulargewicht 
kleiner als ohne Abkiihlung. 

Somit kénnen wir die Veranderung des Molekulargewichts der Serum- 
proteine unter der Einwirkung der Kurzwellen in keinem Fall der Erwar- 
mung der Proteinmolekiile zuschreiben. Diese Veranderung kann offenbar 
nur durch den Verschiebungsstrom bewirkt werden, der die Proteinmole- 
kiile, die infolge ihrer Wasserhiillen einander nicht beriihren kénnen, in 
eine schiittelnde Bewegung versetzt, so daB sie gegeneinander stoBen, wobei 
der Widerstand der Wasserhiillen iiberwunden wird; sie bleiben aber anein- 
ander haften, weil sie sich chemisch verbinden. Wird die schiittelnde Be- 
wegung weiter fortgesetzt, so konnen die gebildeten Verbindungen wieder 
zerfallen, so daB eine Verkleinerung des Molekulargewichts auftritt. 

Die polymerisierende Wirkung der Kurzwellen auf die Serumproteine 
unterscheidet sich auch von der polymerisierenden Wirkung der Warme 
auf Euglobulin und Ovalbumin durch ihre langsamere Reversibilitat. Wir 
haben schon in Abschnitt 4 betont, daB die Polymerisation unter der Ein- 
wirkung der 20 m langen Kurzwellen keinen Riickgang in 3 bis 4 Stunden 
bei Zimmertemperatur zeigt und erst nach zwei, drei Tagen bei niedriger 


1 Vgi. meine oben zitierte Arbeit in der Kolloid-Zeitschr. 1947. 
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Temperatur allmahlich verschwindet. Dagegen verschwindet die Polymeri- 
sation des Euglobulins und Ovalbumins, die durch Warme hervorgerufen 
war, wenige Minunten nach der Abkihlung. Es ist also sehr wahrschein- 
lich, daB beide Arten der Polymerisation verschieden sind, indem bei der 
Kurzwellenwirkung eine festere Bindung zwischen Molekiilen stattfiindet. 
Auch ist es merkwiirdig, da8 die durch Kurzwellen polymerisierten Mole- 
kiile die Neigung haben, sich weiter spontan zu verandern (vgl. Abschnitt 4). 
Unten wird ein Versuch angefihrt iiber die Wirkung der Abkihlung auf 
die Polymerisation durch 4m lange Wellen (TabelleV). Nach der Streuungs- 
messung wurden die nicht abgekiihlten Kélbchen wahrend drei Tagen bei 
3° C aufbewahrt und die Streuung wieder (bei 19°) gemessen. Wahrend das 
Serum, das keiner Wirkung der Kurzwellen ausgesetzt war, nach dieser 
Zeit gleiche Streuung (F = 370) zeigte, war die Streuung des Serums, das 
dieser Wirkung fiir 2 Min. ausgesetzt war, gr6Ber als friiher (F = 431 statt 
406). Das Serum, das der Kurzwellenwirkung fiir 4 Min. ausgesetzt war, 
hatte aber eine kleinere Streuung (F = 419 statt 470). Das dieser Wirkung 
wahrend 10 Min. unterworfene Serum zeigte wieder eine VergréBerung des 
Molekulargewichts. Wir sehen also, daB die Wirkung der Kurzwellen kom- 
pliziert ist. 

Wir versuchen jetzt die Frage zu beantworten, wie die Erwarmung 
durch den Leitungsstrom die Wirkung des Verschiebungsstroms im Serum 
beeinflussen kann. Die Erwarmung verstairkt offenbar die molekulare 


Bewegung der Proteinteilchen, und diese Verstarkung wirkt den Orien- 
tierungsbewegungen derselben beim Verschiebungsstrom entgegen. AuBer- 
dem ruft sie bei Albumin und Pseudoglobulin einen Zerfall der Molekiile 
hervor, der ebenfalls der polymerisierenden Wirkung des Verschiebestroms 
entgegenwirkt. Es ist also zu erwarten, daB die Abkiihlung des Serums zu 
einer Verstiérkung der Polymerisation, hervorgerufen durch den Verschie- 
bungsstrom, fiihrt. 


Andererseits vergréBert die Abkiihlung die innere Reibung des Serums 
und hindert infolgedessen die Orientierungsbewegungen der Proteinmole- 
kiile, so daB die Wirkung des Verschiebungsstroms geschwiacht wird. Die 
giinstige Beeinflussung der Abkiihlung auf die VergréBerung des Mole- 
kulargewichts kann infolgedessen vollkommen gehemmt werden, wie aus 
dem folgenden Versuch zu ersehen ist. 


Versuch 13. Das Serum, das mittels Acetatpuffers (2%) auf Jy 7,9 eingestellt 
worden war, wurde in 14 Erlenmeyer-Kélbchen (je 5 ccm) gegossen. 2 von diesen 
Kélbchen blieben als Kontrolle, die ibrigen wurden aber der Wirkung von Kurz- 
wellen ausgesetzt, die eine Lange von 4 m hatten und im Apparat von MARHOLDT 
erzeugt wurden. Der Abstand der Kondensatoren war 7 cm, Fiir die Wirkungs- 
dauer von 2, 4 und 10 Minuten wurden je 4 Kélbchen verwendet, von welchen 
zwei mit Eis abgekiihlt wurden. Der TyNnDALL-Effekt wurde durch die Kurz- 
wellenwirkung nicht verandert. Die Resultate sind in Tabelle V angegeben. Die 
Streuung wurde bei 19° photographiert. 
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Tabelle V. 


Uber die Bedeutung der Buchstaben vgl. Tab. I, II und III. Die Endtemperatur 
des Serums in den KOélbchen nach der Kurzwellenwirkung ist in Klammern 
angegeben. Expositionsdauer 120 Sek., @ = 3,5 mm. Filter RGS5. 





Wirkungsdauer oa F t 
der Kurswellen 2 Min. 4 Min. 10 Min. 





iF B F B F B fF 
Nicht abgekiihlt | 30 370! 31,5 406(24°)| 34 470 (28°) | 31 394 (37°) 
Abgekiihlt (Eis) a | 33 444(8°) | 34 470 (8°) 32 419 (9°) 


Aus der Tabelle V ist zu ersehen, daB wahrend der 2 und 10 Min. dauern- 
den Kurzwellenwirkung die Abkiihlung des Serums die Verstairkung der 
Streuung und daher die Polymerisation der Serumproteine begiinstigte ; 
bei der 4 Min. dauernden Kurzwellenwirkung hemmte aber die Vergré- 
Berung der Viskositat des Serums diesen giinstigen Einflu8 der Abkiihlung 
vollkommen. 

Zu Tabelle V ist noch zu bemerken, daB die Bestimmung der Streuung 
erst drei Stunden nach der Kurzwellenwirkung stattfand. Die Verkleine- 
rung des Molekulargewichts infolge der Temperaturwirkung war also 
schon lange verschwunden, bevor die Streuung photographiert wurde, was 
bei 19° erfolgte, so daB die beobachtete Veranderung ausschlieBlich dem 
Verschiebungsstrom zuzuschreiben ist. 

Die hemmende Wirkung der Viskositatserhdhung auf die giinstige Wir- 
kung der Abkiihlung des Serums auf die Leistung des Verschiebungs- 
stroms kommt auch in dem folgenden Versuch zum Ausdruck: 

Versuch 14. Das py des Serums wurde durch Zusatz von Phosphatpuffer auf 
5,9 gebracht. Die Kurzwellen hatten eine Lange von 6 m und wurden vom 
SIEMENS-Apparat erzeugt. Expositionszeit war bei der Aufnahme der Streuung 
120 Sek., a = 3. Vor der Kurzwellenwirkung war B = 30,5 und F = 377. Nach 
2 Min. dauernder Wirkung war #2 = 31, / = 388, unabhangig davon, ob das 
Kélbchen mit Serum abgekihlt (die Temperatur des Serums stieg nur bis 22°) 


oder nicht abgekiihlt war, wobei die Temperatur des Serums bis 52° C stieg. Der 
TYNDALL-Effekt war in beiden Kélbchen ebenfalls gleich. 


7. Anwendung der Titration mit Aceton. 


JinGENsons gibt an, daB durch Zusatz von Salzen die Acetonmenge, die 
einer Proteinlésung zugegeben werden muB, um eine anfingliche Triibung 
in derselben hervorzurufen, verindert wird. Der erste Versuch mit der 
Acetontitration von Menschenserum nach der Kurzwellenwirkung wurde 
daher mit nicht gepuffertem Serum gemacht, dessen py gleich 8,1 war. 
Das Serum wurde auBerdem 10 mal verdiinnt. Die Lange der Kurzwellen 
(S1eMENS-Apparat) war 6m. Folgende Acetonmengen waren notwendig, 
um in 2 ccm Serum die erste Triibung hervorzurufen: 
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Vor der Kurzwellen- Nach 15 Sek. Nach 30 Sek. Nach 1 Min. Nach 2 Min. 
wirkung Wirkung Wirkung Wirkung Wirkung 
0,99 ccm 0,88 ccm 0,85 ccm 0,72 ccm 0,91 ccm 


Die Resultate dieses Versuchs waren also denjenigen, die bei der Be- 
stimmung der longitudinalen Streuung erhalten wurden, gleich: die Kurz- 
wellen verursachten zuerst eine Vergr6Berung und dann eine Verminderung 
des Molekulargewichts der Serumproteine, und hauptsachlich desjenigen 
des Euglobulins, das von Aceton am leichtesten niedergeschlagen wird, 
weil es das gréBte Molekulargewicht hat. Die anfangliche Verkleinerung 
des Molekulargewichts fehlte, trotzdem das Serum nicht gepuffert war, 
weil die Titration sofort nach der Kurzwellenwirkung vorgenommen wurde 
und zu wenig Kohlendioxyd entwich, um das Molekulargewicht zu beein- 
flussen. In den folgenden Versuchen wurde dem Serum vor der Kurzwellen- 
wirkung Acetatpuffer zugesetzt, was das notwendige Acetonvolumen ein 
wenig verminderte. 

Versuch 15. Das py des Serums war 7,8, die Lange der elektrischen Wellen 


20 m, die Acetonmenge (ccm), welche die erste Triibung in 2 ccm unverdiinnten 
Serums 4 Stunden nach der Kurzwellenwirkung hervorrief, war das folgende: 


Vor der Wirkung 30 Sek. 1 Min. 2 Min. 5 Min. 10 Min. 
der Kurzwellen Wirkung Wirkung Wirkung Wirkung Wirkung 


0,50 0,38 0,39 0,34 0,44 0,46 


Versuch 16, Das py des Serums war 7,9, die Wellenlange war 4 m. Das Aceton- 
volumen (ccm), zugesetzt zu 2 ccm unverdiinnten Serums, war: 


Vor der Wirkung 30 Sek. 1 Min. 5 Min. 10 Min. 
der Kurzwellen Wirkung Wirkung Wirkung Wirkung 


0,50 0,46 (22°) 0,46 (23°) 0,44 (35°) 0,60 (44°) 

Zu Versuch 16 soll bemerkt werden, daB-die Leistung des Apparats (MAr- 
HOLDT) kaum 50 Watt erreichte, womit die geringe Verminderung des Volumens 
und die Vergré®erung des Molekulargewichts zu erklaren®%st. AuBerdem bezieht 
sich diese Verminderung hauptsachlich auf Euglobulin, so daB das Versuchs- 
ergebnis mit dem des in Tabelle III angefiihrten Versuchs begreiflicherweise 
nicht tibereinstimmt. 

Versuch 17. Das fy des Serums war 7,7, die Wellenlange 2 m (MARHOLDTs 
Apparat), die zu 2 ccm unverdiinnten Serums zugesetzte Acetonmenge war: 


Vor der Wirkung 1 Min. 3 Min. 5 Min. 
der Kurzwellen Wirkung Wirkung Wirkung 


0,50 0,43 (23°) 0,38 (26°) 0,55 (29°) 

In allen Versuchen wurde also zunachst eine VergréSerung und dann 
eine Verminderung des Molekulargewichts der Serumproteine und haupt- 
sachlich desjenigen des Euglobulins beobachtet. Da auch in diesem Fall 
die Veranderung des Molekulargewichts nicht durch die Erwarmung ver- 
ursacht wurde, folgt daraus, daB die VergréBerung des Molekulargewichts 
des Euglobulins durch Erwarmung leicht reversibei ist und in 15 Min. ver- 
schwindet, wenn das Serum wieder bis Zimmertemperatur (20°) gekiihlt ist, 
bei der die Titration stattfindet, wahrend die in den Versuchen angefiihrten 
Acetonwerte 3 bis 4 Stunden nach der Kurzwellenwirkung erhalten wurden. 
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Die Verkleinerung des Molekulargewichts des Euglobulins in Versuch 15 
bei der 5 Min. dauernden Kurzwellenwirkung mit gleichzeitiger Tempera- 
tursteigerung bis 29° weist ebenfalls auf die Unabhangigkeit dieser Wir- 
kung von der Erwarmung hin, weil unter alleiniger Warmewirkung das 
Molekulargewicht des Euglobulins zunimmt. In einem anderen Versuch, 
bei dem das Serum vor der Kurzwellenwirkung 5 mal mit Wasser verdiinnt 
war, wodurch der Widerstand der Fliissigkeit gegen den Leitungsstrom 
und ihre Erwarmung erhéht wurde, war das vor der Kurzwellenwirkung 
notige Acetonvolumen 1,68 ccm auf 5 ccm Serum; nach einer 3 Min. 
dauernden Wirkung der 6 m langen Wellen (StemeNs-Apparat), wobei die 
Temperatur der Fliissigkeit bis 80° stieg und keine Koagulation der Proteine 
eintrat, war die bendtigte Acetonmenge 2,21; nach 5 Min. dauernder Wir- 
kung des mit Schnee abgekiihlten Serums, wobei die Temperatur nur bis 
39° stieg, war aber dieses Volumen 2,88. Trotz der niedrigeren Temperatur 
rief also eine langere Wirkung der Kurzwellen eine starkere Verminderung 
des Molekulargewichts hervor, obwohl bei 80° schon ein Zerfall der Mole- 
kiile infolge der die Denaturierung begleitenden Hydrolyse stattfindet. Die- 
Verminderung des Molekulargewichts war also nicht durch die Erwarmung, 
sondern durch die Kurzwellenwirkung verursacht. 
Im grofen und ganzen fihrten die Titrationsversuche mit Aceton zu 
gleichen Ergebnissen wie die Bestimmung der longitudinalen Streuung 
ultraroter Strahlen. 


8. Titration mit gesattigtem Ammoniumsulfat. 


In meinen Untersuchungen iiber die Warmewirkung auf Serumproteine 
(vgl. die friiher zitierte Arbeit in der Kolloid-Zeitschr.) kam ich zu dem 
Schlusse, daB die Mengen gesattigter Ammoniumsulfatlésung, die bei ver- 
schiedenen Temperaturen, die niedriger als 55° sind, einem bestimmten Se- 
rumvolumen zugesetzt werden miissen, um die erste Triibung hervorzurufen, 
stets die gleichen sind. Bei Temperaturen oberhalb 55° C setzt aber die 
Hydrolyse als das erste Stadium der Denaturierung ein und das Ammo- 
niumsulfatvolumen mu8 erhédht werden. Nach erfolgter Denaturierung 
bildet sich ein halbhydrophobes Produkt, und die benétigte Ammonium- 
sulfatmenge vermindert sich wieder. 

Bei den Versuchen mit der Kurzwellenwirkung wurden zuerst die 20 m 
langen Wellen untersucht, die, wie erwahnt, keine merkliche Temperatur- 
steigerung im Serum hervorrufen. Das Volumen der gesattigten Ammo- 
niumsulfatlésung, das die erste Triibung in 2 ccm unverdiinnten mit Acetat 
gepufferten Serums hervorrief, war vor der Kurzwellenwirkung und nach 
einer 30 Sekunden bis 10 Minuten dauernden Wirkung auf je 5 ccm Serum 
(in Kélbchen) genau 0,55 ccm. Kurzwellen wie Warme veranderten also 
nicht die Hydratation der Serumproteine und hauptsachlich die des Euglo- 
bulins, das zuerst abgesetzt wird. Die Polymerisation derselben unter der 
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Einwirkung der Kurzwellen und der nachfolgende Zerfall der Molekiile, 
hervorgerufen durch die Kurzwellen, wird also von keiner Bildung neuer 
hydrophiler Gruppen (z. B. NH,, COOH) oder von einer Abnahme der 
Zahl der schon vorhandenen Gruppen begleitet. 

Gleiche Resultate ergaben auch die Versuche mit den Wellen von einer Lange 
von 6 m (SIEMENS-Apparat), wobei das Serum gepuffert oder nicht gepuffert war. 
Hier werden zuerst zwei Versuche mit nicht gepuffertem Serum angefiihrt. In 
einem Versuch war das Serum nicht verdiinnt, im anderen wurde es zweimal mit 
Wasser verdiinnt. Fiir die Titration wurde im ersten Versuch je 2 ccm und im 
anderen je 5 ccm Serum genommen. Die fiir die erste Triibung notwendige 
Ammoniumsulfatmenge in ccm war: 


V, h18 Vor der Kurz- Nach 30 Sek. Nach 1 Min, Nach 3 Min, Nach 5 Min. Nach 10Min. 
ersuch 10. wellenwirkung Wirkung Wirkung Wirkung Wirkung Wirkung 


Auf 2 ccm Serum 0,69 0,68 0,67 0,69 0,67 
Auf 5 ccm Serum 3,6 3,6 3,5 3,6 3,6 3,6 

In den angefiihrten Versuchen stieg die Temperatur des Serums wah- 
rend der Kurzwellenwirkung nicht hoher als bis 46°. Im folgenden Versuch 
wurde der Réhrenapparat auf maximale Leistung gestellt und die Tem- 
peratur war héher. Das Serum war unverdiinnt und nicht gepuffert. Das 
Ammoniumsulfatvolumen, das zu 5 ccm Serum zugesetzt werden muBte, 
um die erste Triibung hervorzurufen, ist in Versuch 19 angegeben. 

Versuch 19. 


Wirkungsdauer der . ree site oi es oe 
Kurzwellen 0 1 Min. 1,5 Min. 2 Min. 2,5 Min. 3 Min. 


Volumen in ccm 1,62 1,61 1,61 1,61 1,69 1,19 
Endtemperatur des 

Serums <<. 56.5 ae 41° 40° 56° 58° ~ 63° 

Wir sehen also, daB die Ammoniumsulfatmenge nach einer 1 bis 2 Min. 
dauernden Kurzwellenwirkung unverandert blieb, weil (wie in den vorher- 
gehenden Versuchen) die Menge der hydrophilen Gruppen in den Protein- 
molekiilen keine Veranderung zeigte und weil die Temperatur des Serums 
nur bis 56° C stieg. Oberhalb dieser Temperatur beginnt aber die erste 
Phase der Denaturierung, die Hydrolyse, die benétigte Ammoniumsulfat- 
menge und also die Zahl der hydrophilen Gruppen (NH, und COOH) 
nimmt zu. Steigt die Temperatur bis 63°, so bildet sich ein halbhydrophobes 
denaturiertes Protein, und die Ammoniumsulfatmenge nimmt ab. 

Andere Versuche mit 20 m und 6 m langen Wellen, wo auch gepuffertes 
Serum behandelt wurde, ergaben gleiche Resultate. Wir haben also an- 
zunehmen, da bei Veranderung des Molekulargewichts der Serum- 
proteine unter der Einwirkung der Kurzwellen keine Synthese neuer 
EiweiBkérper und keine Hydrolyse der Amidbindungen stattfindet. Es 
ist also sehr wahrscheinlich, daB die Kurzwellen nur eine salzartige Bin- 
dung der Proteinmolekiile (CQOH + NH,) bewirken. Der bei der weiteren 
Wirkung der Kurzwellen stattfindende Zerfall der Molekiile wird dann 
von der Freisetzung der COOH- und NH,-Gruppen und wahrscheinlich 
auch vom Zerfall der Komplexe und der Bildung freier Proteine begleitet. 
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9. Titration mit Sulfosalicylsdure. 


Sulfosalicylsaure verbindet sich bekanntlich mit den freien NH,-Grup- 
pen der Proteine und bildet eine in Wasser unldsliche Verbindung, die 
jedoch in Sauren und Alkalien léslich ist. Je zahlreicher die freien NH,- 
Gruppen im Proteinmolekiil sind, desto mehr Sulfosalicylsiure verbindet 
sich mit dem Protein und eine desto kleinere Menge dieser Saure geniigt. 
um die erste Triibung im Serum bei einem bestimmten py hervorzurufen, 

In den unten beschriebenen Versuchen wurden je 5 ccm gepufferten 
oder nicht gepufferten Menschenserums (als Puffer wurde 2% Natrium- 
acetat benutzt) in Erlenmeyer-Kélbchen der Einwirkung der Kurzwellen 
ausgesetzt. Vor der Titration wurde das zu priifende Serum mit 1/100 n 
Salzsdure (py = 2,02) verdiinnt: auf 1 ccm Serum wurden 10 ccm Saure 
zugesetzt. Das Volumen der 5%-Sulfosalicylsiure, in ccm, das diesem 
Gemisch zugesetzt werden muBte, um in ihm die erste Triibung hervor- 
zurufen, wird in den unten angefiihrten Versuchen angegeben. 

Bei der Titration wurde Sulfosalicylsaure tropfenweise zugesetzt und die Trii- 
bung der Fliissigkeit sowohl mit der vorher vorbereiteten Mustertriibung in dem 
gleichen Volumen verdiinnten Serums (durch Zusatz einiger Tropfen von dem 
einen Tag vorher durch Sulfosalicylsaure getriibten Serum) als auch mit ver- 
diinntem Serum, das keine Sulfosalicylsaure enthielt, verglichen!. In dem folgen- 
den Versuch wurden nicht gepuffertes Serum und Wellen mit einer Lange von 6 m 
(S1EMENS-Apparat) verwendet. Die Endtemperatur des Serums ist in Klammern 
angegeben. Schn. bedeutet Abkiihlung mit Schnee. 


Versuch 20. 


Wirkungsdauer 1 : , ieee js eles sd le 
der Kuenwellen 0 2Min. 1 Min. 2 Min. 3 Min. 5 Min. 


Volumen (ccm) der 1,34 1,37 1,42 1,47 1,65 
Sulfosalicylsaure (20°) (41°) (50°) (§9°) (Schn. 30°) 


In den nachsten Versuchen wurde gepuffertes Serum und Wellen mit einer 
Lange von 20 m verwendet. Im Versuch 21 wurde die Titration sofort nach der 
Kurzwellenwirkung, in Versuch 22-erst 4 Stunden nach der Kurzwellenwirkung 
vorgenommen. Die Resultate waren die folgenden: 

Wirkungsdauer 1 : ; . . rene ; 

dar Kesawelion 0 « Min. 2Min. — 1 Min. 5 Min. 10 Min. 

Volumen der 
Sulfosalicylsaure : 

Versuch 21 1,17 - 1,35 1,30 1,24 1,09 1,00 

Versuch 22 1,11 1,16 1,20 1,29 1,25 1,10 1,04 


In Versuch 23 werden die Resultate angefiihrt, die bei der Verwendung von 
10 ccm Serum in den Kélbchen, die der Kurzwellenwirkung ausgesetzt wurden, 
erhalten wurden. Die Wellenlange war auch 20 m, und das mit Acetat gepufferte 
Serum war dasselbe wie in den Versuchen 21 und 22. Wie zu erwarten, war die 
Wirkung in diesem Fall schwacher. 


1 Die Vergleichskélbchen wurden von unten beleuchtet und auf schwarzem 
Grund betrachtet. 


3* 
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Versuch 23. 


Vv 
erg ener -nal 80 Sek. .- 23m 6Me 310 Mn. 


Volumen der Sulfo- 
salicylsdure in ccm 1,10 1,18 1,22 1,28 1,20 1,16 

Alle beschriebenen Versuche zeigten also zuerst einen Anstieg der 
notwendigen Sulfosalizylsiuremenge und spiter wieder eine Ver- 
minderung dieses Volumens. Wir haben‘ deshalb zu schlieBen, daB die 
VergréBerung des mittleren Molekulargewichts der Serumproteine durch 
Kurzwellen von einer Abnahme der Zahl der freien Aminogruppen 
und die Verminderung dieses Molekulargewichts bei der weiteren Wir- 
kung der Kurzwellen von einer Zunahme derselben begleitet wird. 
Da aber die Zahl der hydrophilen Gruppen im Molekiil unverandert 
bleibt (Titration mit Ammoniumsulfat!), so ist die schon friiher ge- 
machte Annahme, daB bei der Polymerisation und Depolymerisation 
der Proteinmolekiile durch Kurzwellen, wie bei der Warmewirkung, 
eine salzartige Bindung der Molekiile oder Komplexe derselben bzw. 
ein Zerfall dieser Polymerisate und Komplexe stattfindet, als richtig zu 
betrachten. 

Beim Vergleich der Versuche 21 und 22 finden wir fast keinen Unter- 
schied in der Volumsveranderung, obwohl in Versuch 21 die Titration 
sofort und im Versuch 22 erst 4 Stunden nach der Kurzwellenwirkung 
stattfand. Es ist also in Ubereinstimmung mit der in Abschnitt 6 ge- 
machten Annahme zu schlieBen, daB die hervorgerufenen Veranderungen 
durch Kurzwellen wahrend der ersten Stunden nicht reversibel und 
also fester sind als im Fall der Warmewirkung. Bei dieser fiigen sich 
wahrscheinlich nur die Enden der Hauptketten zusammen, wahrend bei 
der’Kurzwellenwirkung, die mechanisch starker ist, nicht nur diese Enden, 
sondern auch die Seitenketten (Diaminosiurenreste) mit den endstandigen 
Karboxylgruppen sich verbinden, so daB kompaktere Polymerisate ent- 
stehen. Bei einer langeren Wirkung der Molekularbewegung kénnen 
aber auch diese Polymerisate zerfallen. Wurden z. B. die Kélbchen mit 
Serum in Versuch 22 nach der Titration im Laboratoriumzimmer (20 bis 
21°) fiir 15 Stunden gelassen, so ergab die.zweite Titration die folgenden 
Werte: 


Dauer der : i fate , 
Kusswellenwirkang 0 30 Sek. 1 Min. 5 Min. 10 Min. 


Sulfosalicylsaure-Vol. 1,09 1,00 1,12 0,97 1,10 


Die Molekularbewegung fiihrte also zu einem Ausgleich der Menge der 
freien NH,-Gruppen in allen Kélbchen, so daB wir nicht nur einen Zerfall 
der durch die Kurzwellenwirkung gebildeten Polymerisate, sondern auch 
eine Wiederherstellung der zerfallenen Komplexe anzunehmen haben. Ob 
aber die entstandenen Produkte den urspriinglichen Komplexen gleich 
sind, bleibt dahingestellt. 
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10. Anwendung der kalorimetrischen Methode. 


Wie in Abschnitt 2 berichtet wurde, wird in dieser Methode die Wérme 
der Reaktion zwischen Sublimat und Serumproteinen bestimmt. Diese 
wachst mit der Vermehrung der Karboxylgruppen in ihren Molekiilen. 
In einer vor kurzem erschienenen Arbeit! wurde gezeigt, daB beim Men- 
schenserum die Warme, die beim Vermischen mit einer Sublimatlésung 
freigesetzt wird, zu °/,, bis 7/, eine Warme der Reaktion zwischen Sublimat 
und Serumproteinen ist; nur !/;) oder 4/, dieser Warme wird bei der Ein- 
wirkung des Sublimats auf im Serum geléste Mineralsubstanzen frei ge- 
setzt. Zuerst wird der Versuch iiber die Veranderung der Reaktionswarme 
nach Wirkung der 6 m langen Wellen beschrieben. 


Versuch 24, Je 7 ccm ungepufferten Menschenserums wurden in 20 Erlen- 
meyer-Kélbchen (also insgesamt 140 ccm) gegossen, und die Kélbchen wurden 
nacheinander in das Kondensatorfeld des Réhrenapparats Siemens fiir 1 Minute 
gebracht, wobei die Temperatur der Fliissigkeit in den Kélbchen bis zu 30° C 
stieg. 

Inzwischen wurden 140 ccm desselben Serums mit 160 ccm destill. Wasser ge- 
mischt und das Gemisch ins Dewar-GefaB des Kalorimeters gebracht. Das innere 
GefaB enthielt 32 ccm einer 6°%-Sublimatlésung. Die Temperatur im Dewar- 
GefaB war 21,422° C und im Thermostatbad 21,5° C. Nach 2 Stunden, wahrend 
welcher die Flissigkeit im Kalorimeter mehrmals geriihrt wurde, war der Tem- 
peraturausgleich zwischen den Fliissigkeiten in demselben erreicht und die Subli- 
matlésung wurde vom inneren GefaB ins Serum eingeblasen, wonach die Tem- 
peratur im Kalorimeter von 21,440° bis 21,499° stieg. Die Temperaturerhéhung 
war also 0,059° gleich. Wahrend dieses Temperaturanstiegs erhielt das Kalori- 
meter keine merkliche Warmemenge vom Thermostatbad, weil sich bei einem 
Tem peraturunterschied von 0,1° C zwischen innen und augen die Temperatur 
im Kalorimeter sich nur um 0,00006° in einer Minute anderte. 

Nun wurde auch das Serum, das der Kurzwellenwirkung ausgesetzt war 
(140 ccm), mit Wasser gemischt und ins Dewar-GefaB des Kalorimeters gebracht. 
Die Kélbchen wurden dreimal mit Wasser abgespiilt und das Spiilwasser dem 
Serum zugesetzt. Das Gesamtvolumen der Fliissigkeit (Serum-+Spiilwasser+de- 
still. Wasser) betrug auch diesmal 300 ccm. Die urspriingliche Temperatur im 
Dewar-GefaB war 21,352° und im Thermostatbad 21,4°. Nach 2 Stunden und 
mehrmaligem Riihren der Fliissigkeit im Dewar-GefaB, als der Temperaturaus- 
gleich zwischen dem Serum und der Sublimatlésung erreicht war, wurde diese ins 
Serum eingeblasen. Die Temperatur stieg sofort von 21,349° bis 21,388°, so dab 
die Temperaturerhéhung 0,039° war, d. h. um 33% geringer als bei Serum, das 
keiner Kurzwellenwirkung ausgesetzt war. 

Versuch 25. Das Serum wurde der Wirkung der Wellen mit einer Lange von 
20 m ausgesetzt. Es wurde in 26 Koélbchen, 5 ccm in jedes Kélbchen, gegossen 
und die Kélbchen wurden nacheinander ins Kondensatorfeld des Apparats fiir 
eine Minute eingetragen. Der Inhalt der Kélbchen wurde dann mit destilliertem 
Wasser gemischt. Die Kélbchen wurden dreimal mit Wasser abgespiilt und das 
Spiilwasser dem Serum zugesetzt. Das Gesamtvolumen des Gemisches betrug 
300 ccm. Dasselbe wurde ins Dewar-GefaB des Kalorimeters eingebracht, darin 
2 Stunden belassen und, nachdem der Temperaturausgleich zwischen Serum und 


1 LepescuHKIN: Kolloid-Zeitschr. 1. Heft (1947). 
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der Sublimatlésung erfolgt war, wurde diese ins Serum eingeblasen, wobei die 
Temperatur im Dewar-GefaB von 19,042° auf 19.078° stieg, so daB die Tempera- 
turerhdhung 0,036° betrug. Die Temperatur im Thermostatbad war 19,1°. Nun 
wurde auch das Gemisch von 130 ccm desselben Serums, das aber keiner Kurz- 
wellenwirkung ausgesetzt worden war, mit 170 ccm destill. Wasser ins Dewar- 
GefaB des Kalorimeters gebracht und nach 2 Stunden mit 32 ccm der 6%-Subli- 
matlésung gemischt. Die Temperatur der Fliissigkeit im Kalorimeter stieg sofort 
von 18,993° auf 19,035°, so daB die Temperaturerhéhung diesmal 0,042° betrug, 
d.h. um 16% gr6Ber als im Falle der Kurzwellenwirkung. Die Temperatur im 
Thermostatbad war 19°. Die Versuchsergebnisse sind nochmals mit derjenigen 
von drei weiteren Versuchen in Tabelle VI zusammengestellt. 


Tabelle VJ. 





, j . Pome ee | End- Temperatur 

Ver-| Dauer der | w, ees ngs Gemischt | tomperatur nach Ver- | Temperatur- 
such Kurzwellen- ;; menge mit Wasser : ; “ 

Nr wirkung ] p in com in com im Dewar- mischung erhéhung 
ats GefiB mitSublimat 





140 160 | 21,440° 21,499° 0,059" 
140 160 21,349° 21,388° | 0,039° 
130 170 =| 18,993 19,035° | 0,042° 
130 170 | 19,042° 19,078" | 0,036° 
140 160 19,059° 19,092° 0,033° 
140 160 | 19,062° 19,096° 0,034° 
140 160 | 22,397° 22,434° 0,037° 
140 160 | 21,990° 22,043° 0,053° 
oO 940 130 | 19,2049 19,240° 0,036° 


| 3 Min. 130 130 | 19,280 | 19,330° 0,050° 


Aus Tabelle VI ersehen wir, daB die Temperaturerhdhung im Kalori- 
meter bei gleichen Serum- und Sublimatmengen (in Versuchen 24, 25 und 
27) nach der Kurzwellenwirkung kleiner war als vor dieser Wirkung. Die 
Reaktionswarme und die Menge der freien Karbolxylgruppen in den Mole- 
kiilen der Serumproteine nahm also nach der Kurzwellenwirkung ab, 
wenn das Serum dieser Wirkung wahrend einer Minute ausgesetzt war. 
Das erhaltene Ergebnis zeigt, daB bei der Polymerisation der Protein- 
molekiile nicht nur freie NH,-Gruppen, sondern auch freie Karboxyl- 
gruppen entweder zerstért oder gebunden werden. Die Titration mit 
Ammoniumsulfat zeigte aber, daB das letztere wahrscheinlicher ist. 

Ein ganz anderes Resultat wurde erhalten, wenn das Serum der Kurz- 
wellenwirkung wahrend 3 Minuten unterworfen wurde. Die Temperatur- 
erhéhung nach dieser Wirkung war gréBer als vorher, d. h. die Zahl der 
freien Karboxylgruppen in den Proteinmolekiilen nahm zu. Da drei 
Minuten der Kurzwellenwirkung geniigt, um wieder einen Zerfall der 
Polymerisate hervorzurufen, so kénnen wir schlieBen, daB dieser Zerfall 
infolge der Zerstérung der Verbindung zwischen NH,- und COOH- 
Gruppen stattfindet. In Versuch 26 war die Dauer der Kurzwellenwirkung 
nur 25 Sekunden und diese Zeit erwies sich als ungeniigend, um bei der 
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Wellenlange von 20 m eine merkliche Verainderung der Reaktionswarme 
und wahrscheinlich auch der Karboxylgruppenzahl in den Proteinmole- 
kiilen hervorzurufen. 


11. Anwendung der Methode der Hitzekoagulation 
bei konstanter Temperatur. 

Die Beobachtung der Dauer der Hitzekoagulation der Serumproteine, 
die beim Zusatz von Acetat- oder Phosphatpuffer zu dem Serum praktisch 
der Dauer ihrer Hitzedenaturation gleich ist, gestattet uns strukturelle 
Veranderungen in den Proteinmolekiilen festzustellen. Jede Veranderung 
in der Struktur derselben beeinfiuBt den Temperaturkoeffizienten der 
Denaturierung. In meiner friiher zitierten Arbeit (Kolloid-Zeitschr. 1947) 
habe ich schon diese Methode zur Untersuchung der Warmewirkung auf 
Serumproteine verwendet und gefunden, daB die anfangliche Hydrolyse, 
die als das erste Stadium der Denaturierung betrachtet werden kann, von 
einer Strukturanderung der Proteinmolekiile begleitet wird. 

Da die Denaturierungsgeschwindigkeit vom py des Serums stark ab- 
hangig ist, so wurde demselben stets Acetatpuffer (2% Natriumacctat) 
fiir die alkalische Reaktion oder Phophatpuffer (2% Kaliumbiphosphat) 
fiir die sauere Reaktion zugesetzt. Das Serum wurde in Erlenmeyer-K6lb- 
chen (je 5 ccm) ins Kondensatorfeld mit der Wellenlange von 20 m fiir 
30 Sek. bis 10 Min. gebracht. Unabhangig von der Reaktion des Serums 
wurde eine kleine Verlangsamung der Denaturierung der Serumproteine nach 
der Kurzwellenwirkung beobachtet, die bei alkalischer Reaktion nach einer 
10 Min. dauernden Wirkung in eine Beschleunigung iiberging. Der Tempe- 
raturkoeffizient der Denaturierung veranderte sich ebenfalls: er wuchs nach 
der Kurzwellenwirkung und war bei alkalischer Reaktion nach 10 Min, 
Einwirkung besonders hoch, wahrend er sich bei der saueren Reaktion dabei 
sogar verminderte. Die Ergebnisse sind in Tabelle VII zusammengestellt. 


Tabelle VII. 


Denaturierungsdauer der Proteine des Menschenserums in Sekunden. 








T 7 i 
Kurzwellenwirkung dauerte: | 0 | 30 Sek. | 1 Min. | 2 Min. 5 Min. | 10 Min. 
! | 


Versuch 29 69,7° 7 3 
py = 6,2 O71": -! 22 228 
Temp.-Koeff. Qi ; 73 
Versuch 30 7t.4° 

Pu = 8,3 69,5° 
Temp.-Koeff. Qi 


Versuch 31 
Pu 0s 7,8 
Temp.-Koeff. Qy9 
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Die in Tabelle VII aufgefiihrten Angaben zeigen, daB bei der Polymeri- 
sation der Proteinmolekiile unter der Wirkung der Kurzwellen strukturelle 
Veranderungen auftreten kénnen, so z. B. durch die Seitenkettenbindung 
zyklische Verbindungen gebildet werden. Das Durchdringen der Wasser- 
molekiile zu den entstehenden Bindungen bei der Hydrolyse wird wahr- 
scheinlich dadurch so erschwert, daB eine Verlangsamung der Denaturierung 
und VergréBerung des Temperaturkoeffizienten auftritt!. Besonders wich- 
tig ist es aber, daB beim Zerfall der Polymerisate (bei einer 10 Min. dauern- 
den Kurzwellenwirkung) nicht die urspriinglichen, sondern anders struk- 
turierte Proteine entstehen, die bei saurer Reaktion weniger, bei alkalischer 
Reaktion komplizierter gebaut zu sein scheinen, als die urspriinglichen 
Proteine. 


{12. Das p,, und die Viskositat des Serums nach der 
Kurzwellenwirkung. 


In Abschnitten 8 und 9 wurde angenommen, da8 bei der Polymerisation 
und dem Zerfall der Proteinmolekiile unter der Einwirkung der Kurz- 
wellen eine Bindung der NH,- und COOH-Gruppen bzw. eine Zerstérung 
ihrer Bindung stattfindet. Diese Gruppen werden also entweder paarweise 
aneinander gebunden bzw. paarweise wieder hergestellt. Es war also von 
vornherein zu erwarten, daB das py des Serums durch Kurzwellen nicht 
verandert werden kann: das Verhaltnis zwischen den Mengen dieser 
Gruppen in den Proteinmolekiilen bleibt unveriindert, die elektrolytische 
Dissoziation derselben wird aber entsprechend verstarkt. In der Tat zeigte 
die Bestimmung des py vom Serum, das der Kurzwellenwirkung nicht aus- 
gesetzt und von solchen, das dieser Wirkung unterworfen war, daB unsere 
Erwartung richtig ist. Zunachst wurden mit Acetat und Phosphat gepufferte 
Sera untersucht. Unabhingig davon, ob sie alkalisch oder sauer waren, 
wurde keine Anderung ihres py nach der Kurzwellenwirkung beobachtet. 


Es geniigt hier zwei Beispiele anzufiihren. In beiden Versuchen wurde das 
Serym in Erlenmeyer-Kélbchen (je 5 ccm Serum) der Einwirkung der Kurzwel- 
len wahrend verschiedener Zeit ausgesetzt und sofort untersucht. Das py wurde 
im Ionometer nach LAUTENSCHLAGER bestimmt. Die Resultate waren die fol- 
genden (Mittelzahlen aus einigen Bestimmungen): 


Wellenlange 20 m. Acetatpuffer (2%): 


Dauer der an * " P P . 
Kurzwellenwirkung 0 30 Sek. 1 Min. 2 Min. 5 Min. 10 Min. 


Pu des Serums 8,59 8,56 8,57 8,57 8,58 8,57 


Wellenlange 6 m. Phosphatpuffer (2°): 
Dauer der Kurzwellenwirkung 0 30 Sek. 1 Min. 2 Min. 
fu des Serums 6,09 6,07 6,11 6,08 


Die kleinen Unterschiede im J, lagen innerhalb der Genauigkeitsgrenzen des 
Apparats. Ahnliche Resultate wurden auch dann erhalten, als nicht gepufferte 


1 Vgl. W. Lepescuxin: Kolloid-Zeitschr. 31, 342 (1912); 32, 42 (1923). 
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Sera der Kurzwellenwirkung unterworfen waren, und erst nach dieser Wirkung 
der Puffer zugesetzt und das J, bestimmt wurde. 

Was nun nicht gepufferte Sera anlangt, so wurde schon in Abschnitt 3 
erwahnt, daB infolge des Entweichens von Kohlendioxyd das pg des nicht 
gepufferten Serums fortwahrend zunimmt. Diese Zunahme war in mit 
Kurzwellen behandelten Sera ungefahr derjenigen intakter Sera gleich. 
War aber eine gréBere Temperatursteigerung vorhanden, so entwich mehr 
CO, und das py war hoher als in dem Fall einer Abkiihlung mit Schnee. 


In Ubereinstimmung mit der Unveranderlichkeit des py des Serums bei 
der Kurzwellenwirkung und dem in Abschnitt 8 erhaltenen Ergebnis 
konnten wir erwarten, daB die Viskositat des Serums kaum durch Kurz- 
wellen geandert werden kénnte, wenn nicht nur Euglobulin, sondern auch 


andere Serumproteine ihre Hydratation unter dieser Wirkung nicht andern. 
Da aber die Titration mit Ammoniumsulfat nur einen AufschluB iiber das 
Euglobulin zu geben vermag, so kann nur die Viskositatbestimnmaung zei- 
gen, ob die Hydratation der Gesamtproteine des Serums durch die Kurz- 
wellenwirkung nicht geandert wird. 

Das benutzte Viskosimeter war das von Wo. Ostwa.p. Es wurde bei 
der Viskositatsbestimmung im Wasserbad bei konstanter Temperatur 
von 18,4° C gehalten. Die AusfluBzeiten in Sekunden waren die folgenden 
(Wellenlange 20 m): 

Dauer der Kurzwellenwirkung 0 30 Sek. 1 Min. 2 Min. 5 Min. 10 Min. 
AusfluBzeit des Serums 69 69 68,5 69 68,8 68,5 


Die angefiihrten Zahlen sind Mittelzahlen aus 5 bis 8 Bestimmungen. 
Die Einzelbestimmungen lieferten Zahlen, die sich héchstens um 3 Sek. 
unterschieden. Wir kénnen also schlieBen, daB die Hydratation der Gesamt- 
proteine des Serums durch Kurzwellen nicht geandert wird. 


Zusammenfassung. 


Die Wirkung der Kurzwellen auf Proteine des Menschenserums wurde 
mittels neuer Methoden der Proteinforschung untersucht. Diese Methoden 
waren: 1. Longitudinale Streuung ultraroter Strahlen, 2. Titration mit 
Aceton nach JIRGENSONS, 3. Titration mit gesattigtem Ammoniumsulfat, 
4. Titration mit Sulfosalicylsiure, 5. Kalorimetrische Methode (Bestim- 
mung der Warme der Reaktion zwischen Sublimat und Proteinen) und 
6. Hitzekoagulation bei konstanter Temperatur. Alle diese Methoden zeig- 
ten iibereinstimmend, daB Kurzwellen verschiedener Linge (20 m, 6 m, 
4m und 3m) zunachst eine Vergr6Berung des mittleren Molekulargewichts 
der Serumproteine und ihrer Komplexe hervorrufen, die bei der weiteren 
Wirkung der Kurzwellen in eine Verminderung desselben iibergeht. Die 
freien NH,- und COOH-Gruppen verschwinden teilweise im ersten Fall, 
und werden neu gebildet im zweiten Fall. Da die Zahl der hydrophilen 
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Gruppen in den Proteinmolekiilen dabei unberandert bleibt (Titrations- 
werte des Ammoniumsulfats und Viskositaét des Serums verandern sich 
nicht), so ist die salzartige Bindung der NH, und COOH-Gruppen mit- 
einander und ein Zerfall dieser Bindungen bei der Kurzwellenwirkung sehr 
wahrscheinlich. Die durch eine verhaltnismaBig kurze Wirkung hervor- 
gerufene Verlangsamung der Denaturierung und VergréBerung der Tem- 
peraturkoeffizienten lassen annehmen, daB bei der Polymerisation kompli- 
ziertere Strukturen entstehen als die der urspriinglichen Proteine und ihrer 
Komplexe. Beim Zerfall der Polymerisate scheinen bei saurer Reaktion 
einfachere und bei alkalischer Reaktion viel kompliziertere Proteine als 
die urspriinglichen zu entstehen. 

Das mittlere Molekulargewicht der Serumproteine ist stets gréBer als 
das nach den Molekulargewichten von Serumalbumin und Globulinen und 
nach ihrem Gehalt im Serum berechnete Molekulargewicht. Es ist also 
anzunehmen, daB die Proteine des nativen Serums Komplexe bilden, die 
bei der Darstellung einzelner Proteine nach der iiblichen Methode zerfallen. 
Beim Zerfall der Polymerisate und Komplexe unter der Kurzwellenwirkung 
diirften also im Serum Substanzen entstehen, die in ihm vorher nicht vor- 


handen waren. 

Die vielfach ausgesprochene Meinung, daB die Wirkung der Kurzwellen 
in allen Fallen nur von der durch sie hervorgerufenen Erwarmung ab- 
hangt, ist nicht richtig. Die Erwarmung allein ruft nur eine Verkleinerung 


des mittleren Molekulargewichts der Serumproteine hervor. Eine Poly- 
merisation unter der Einwirkung der Warme wird nur bei Euglobulin 
beobachtet, das weniger als 20% der Gesamtproteine des Serums betragt, 
wahrend Serumalbumin und Pseudoglobulin bei der Erwarmung einen 
Zerfall ihrer Molekiile erleiden. Die Veranderung, die durch Kurzwellen 
im Serum hervorgerufen wird, ist viel dauerhafter als diejenige durch die 
Erwarmung, die in wenigen Minuten verschwindet, wenn noch keine Dena- 
turierung der Proteine stattgefunden hat. Die Veranderungen durch Kurz- 
wellen werden durch den Verschiebungsstrom verursacht, der die Protein- 
molekiile veranlaBt, gegen einander zu stoBen oder sie zermalmt. Die Ab- 
kiihlung des Serums begiinstigt die Polymerisation durch Kurzwellen, weil 
sie die Molekularbewegung hindert und den Zerfall der Molekiile durch 
die Warme hemmt, obwohl sie gleichzeitig die innere Reibung vergr6Bert 
und dadurch der Verschiebung der Molekiile und ihrer Teile entgegen- 
wirkt. 

Das py des Serums bleibt bei der Kurzwellenwirkung nach der Zugabe 
eines Puffers unverandert. In nicht gepufferten Sera steigt es infolge des 
Entweichens von CO, ohne oder mit der Kurzwellenwirkung ungefahr 
gleich. Es steigt mehr bei einer bedeutenden Erwarmung des Serums. Die 
Viskositat des Serums wird durch die Kurzwellenwirkung nicht verandert. 
Dieses Ergebnis bestatigt die Annahme, daB die Hydratation der Serum- 
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proteine (und damit die Menge der hydrophilen Gruppen in ihren Mole- 
kiilen) durch diese Wirkung nicht verandert wird. Die Annahme, daB die 
beobachtete Polymerisation und Zerstérung der Polymerisate und Komplexe 
bei der Kurzwellenwirkung durch Bindung der Amino- und Karboxy]- 
gruppen der Proteine bzw. durch den Zerfall der Bindung zwischen diesen 
Gruppen zustande kommt, wurde also bestatigt. 





Uber den Chemismus der Huminsdurebildung 
unter physiologischen Bedingungen. 


VII. Mitteilung. 


Von 
Curt ENDERS und SIGURDUR SIGURDSSON. 


(Aus der Biochemischen Abteilung des Laboratoriums fiir angewandte Chemie 
der Technischen Hochschule Miinchen.) 


(Eingegangen am 14. Marz 1945.) 


In der zweiten Mitteilung dieser Reihe [1] wurde das Vorkommen von 
Methylglyoxal im Boden nachgewiesen. Der Nachweis wurde durch Iso- 
lierung des Methylglyoxal-2,4-Dinitrophenylosazons aus den Wasser- 
dampfdestillaten einiger der damals untersuchten Proben und Identi- 
fizierung desselben durch Schmelzpunkt und Analyse erbracht. Die Unter- 
suchung wurde jetzt auf weiteres humifizierendes Material ausgedehnt und 
versucht, Methylglyoxal in wassrigen Ausziigen mittels der Farbreaktion 
nach Ariyama nachzuweisen. 

Die Proben wurden mit wenig Wasser verrieben, eine halbe Stunde im 
Apparat geschiittelt und filtriert. Die Filtrate waren fast alle farblos und 
nur beim Mist etwas gelbstichig. Wenn beim Versetzen der so gewon- 
nenen Ausziige mit den Reagenzien nach ArtyAMA eine deutliche bis 
kraftige Blaufarbung auftrat, die bei einer Wiederholung der Priifung 
ohne Cyanidzusatz ausblieb, wurden die Ausziige als methylglyoxal- 
haltig angesehen. Dies ist berechtigt, da die von Antyama gefundene Stei- 
gerung des Reduktionsvermégens von Methylglyoxal und Glyoxal durch 
Cyanid [2] fiir diese Stoffe charakteristisch ist, wie wir durch Vergleich 
mit einer groBen Anzahl reduzierender und den Kohlehydraten verwandten 
Substanzen fanden [3], und weil Glyoxal in Erdmaterial nicht nachgewiesen 
wurde. Die Ergebnisse der Untersuchung sind in folgender Tabelle zu- 
sammengestellt. 

Ein Teil der Proben enthielt also kein Methylglyoxal, wahrend die 
iibrigen, gesichert durch die positive Reaktion in Gegenwart von Cyanid 
und den negativen Ausfall derselben ohne Cyanidzusatz sowie durch die 
blauviolette Farbung der Fallungen mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin mit 
alkoholischer Kalilauge nach erschépfender Extraktion mit Alkohol, einen 
deutlichen Methylglyoxalgehalt aufwiesen. 
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Tabelle. 





Gepriiftes Humusmaterial 


Blaufirbung mit Ariyamas 
Reagens 


mit Cyanid ohne Cyanid 


2,4-Dinitro- 
phenylh.-Fal- 
lung mit alkohol. 
KOH 





Mistbeeterde (Baumsch. Miinchen) 
Erde aus Anlagen am Nockherberg 
Miinchen viata am ce 
Ackererde ‘ 
Mist inthantens 
schwaige) ; 
Mist (Landesanstalt ‘fiir ‘Disaarn 
bau Miinchen) . ; ; 
Kompost (Baumschule Miinc hen) : 
Waldboden (Fichtenwald Grof- 
hesselohe) 
Waldboden 
lehmig 
Oberste Schicht aus  Schafpferche 
Wiese neben Schafpferche . 
Kompost (Kloster Maria-Hilf- Platz 
Miinchen) Paper es nay a 
Klarschlamm . 


Gut Menter- 


von derselben Stelle, 


+ (blaugriin) 


fs 


a 


blauviolett 


blauviolett 


blauviolett 
blauviolett 


Gartenerde iWissdaech. Seasien fiir 
Brauerei Miinchen) . 
Holzmoder . 


blauviolett 
blauviolett 


schwacher 


+-(etwas griin- 
stichig) 
+ |nur schwach 
2. Grinfarbg. | 


Farnmoder . 








Zur quantitativen Bestimmung des Methylglyoxals in humifizierendem 
Material ist die angewendete Arbeitsmethode nicht geeignet, da bei der 
Herstellung der Wasserausziige evtl. vorhandenes Methylglyoxal nicht 
vollstandig genug erfaBt wird. So wurden z. B. in einer 76 mg% igen 
Lésung von Methylglyoxal, die mit Erde versetzt (500 g/l) eine halbe 
Stunde geschiittelt wurde, nur 56,8 mg% wieder gefunden. 

AuBer den Erdproben wurde vermodertes Holz und vermoderter Wurm- 
farn, die sehr reichlich mit Natronlauge ausziehbare Humussubstanzen 
enthielten, auf ihren Gehalt an Methylglyoxal untersucht. Die Blau- 
farbung des Auszuges aus vermodertem Holz mit ArryaMAs Reagens war 
schwach griinstichig, was auf Anwesenheit von Huminsaurevorstufen 
schlieBen l48t, und entsprach einem Methylglyoxalwert von 23 mg%. 
Zur Fallung mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin war das Material nicht aus- 
reichend. In spiater nach starken Regengiissen eingebrachtem Material, 
das 85%, Wasser enthielt, entsprach die Blaufarbung einem Methyl- 
glyoxalgehalt von 6 mg%. Angenommen, daB es sich in beiden Fallen in 
der reduzierenden Substanz ausschlieBlich um Methylglyoxal handelt, 
entsprechen die gefundenen Mengen 2 kg bzw. 96g in m? in Trocken- 
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substanz. Im zweiten, schlechteren Material wurde das Osazon gefallt. Der 
sehr geringe Niederschlag gab schon ungereinigt mit alkoholischer Kali- 
lauge eine blauviolette Farbung. 

Vom Farnmoder wurden zwei Proben gepriift. Die erste enthielt etwa 
ebensoviel Methylglyoxal wie der Holzmoder, doch gab die zweite, die 
aus sehr feuchtem und wahrscheinlich alterem Material bestand, mit 
ARIYAMAS Reagens eine griine Farbung, die nicht auf Methylglyoxal 
zuriickzufiihren ist. Wahrscheinlich handelt es sich um Huminsaurevor- 
stufen, denn auch in Melanoidinansatzen haben wir zuweilen griinliche 
Farbung mit ArtyamMas Reagens beobachtet. Eine Mischfarbung, ent- 
standen aus der gelben Farbung von Fulvosauren mit der Blaufarbung 
durch das Reagens, kommt nicht in Frage, da die untersuchten Extrakte 
kaum gelb gefarbt waren. 

Zur Priifung, ob es sich bei der positiven Reaktion im ersten Farnmoder- 
auszug nicht um Methylglyoxal aus dem Kohlehydratstoffwechsel der griinen 
Pflanze handelte, wurde PreBsaft aus griinen Farnpflanzen hergestellt. Die 
Reaktion war positiv; doch fand sich im Wasserdampfdestillat des PreBsafts 
kein Methylglyoxal, so daB die Méglichkeit besteht, daB die Reaktion auf 
andere reduzierende Produkte, z.B Ascorbinsaure, zuriickzufiihren ist, da 
diese nicht wasserdampffliichtig ist, wie eine Destillation von 50ccm einer 
1 % igen Cebionlésung zeigte. Eine Fallung mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin 
war wegen der stérenden Begleitsubstanzen im PreBsaft nicht mdglich. 

In Ubereinstimmung mit den Befunden bei den Wasserausziigen fand sich 
auch in den Wasserdampfdestillaten vom Hochwaldboden (GroBhesselohe), 
Gartenerde (Station) und Komposterde (Kloster) Methylglyoxal, was durch 
die Reaktion mit und ohne Cyanid und Fallung als Osazon festgestellt wurde. 
Aus halbjahrigem Mist (Landesanstalt fiir Pflanzenbau) konnte diesmal 
ebenfalls Methylglyoxal in relativ groBenMengen nachgewiesen werden. 

Aus diesen Versuchen geht ebenso wie aus den friiheren hervor, daB 
der Methylglyoxalnachweis mit Sicherheit nur in solchen Materialien 
gelingt, die sich in lebhafter Humifizierung befinden. 


Zusammenfassung. 


In Erweiterung einer friiheren Untersuchung wurden wafBrige Ausziige 
aus humifizierendem Material verschiedener Herkunft auf einen evtl. 
Methylglyoxalgehalt untersucht. Von 16 untersuchten Proben konnte 
Methylglyoxal in 5 nachgewiesen werden, wahrend 5 weitere sehr wahr- 
scheinlich Methylglyoxal enthielten. In den restlichen 6 lieB sich kein 
Methylglyoxal mit der angewendeten Methodik nachweisen. 


Schrifttum. 


[1.] C. Enpers u. S. Sigurpsson: diese Zeitschr. 313, 174 (1942). 
[2.] N. Artyama: J. biol. Chem. 77, 359 (1928). 
[3.] C. Enpers u. S. Sigurdsson: diese Zeitschr. 317, 26 (1944). 
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Der Vitamin E-Gehalt der Frauen- 
und Kuhmilch. 


Von 
Rupo.F ABDERHALDEN. 


(Aus dem Physiologischen und Physiologisch-chemischen Institut der Martin- 
Luther-Universitat, Halle a. d. S.) 


(Eingegangen am 19. Juni 1944.) 


Zur Bestimmung des Tokopherols (Vitamin E) auf chemischem Wege 
sind im Laufe der letzten Jahre mehrere Methoden angegeben worden. 
Bei der potentiometrischen Methode von KArreER und Mitarbeitern [1] 
wird das Tokopherol in alkoholischer Lésung mit einer Platinelektrode 
bei 50° mit Gold (III) chlorid gegen eine Normalkalomelektrode titriert. 
EMMERIE und ENGEL [2] sowie MEUNIER und VINET [3] haben kolorimetri- 
sche Verfahren angegeben, die darauf beruhen, daB das Tokopherol mit 
Ferrichlorid oxydiert wird und die bei der Oxydation entstehenden Ferro- 
ionen in Form farbiger Komplexverbindungen nachgewiesen werden. 
EmMMERIE und ENGEL benutzten hierzu «, «’-Dipyridyl, das mit Ferroionen 
eine rotgefarbte Verbindung gibt, MeuNrER und VINeET Kaliumferricyanid, 
das durch Ferroionen in Turnbulls Blau iibergefiihrt wird. Nach Kor_er 
[4] laBt sich die Oxydation des Vitamins E auch mit Cer(IV)sulfat oder 
Bleitetraacetat vornehmen, wobei der Endpunkt der Titration entweder 
potentiometrisch oder im ersten Fall einfacher mit Diphenylamin als 
Redoxindikator bestimmt wird. SchlieBlich sei noch die Reaktion von 
FurTER und MEYER [5] genannt, bei der das Tokopherol in alkoholischer 
Lésung durch konzentrierte Salpetersiure in ein rotgefarbtes Tokopherol- 
derivat verwandelt wird, dessen Farbintensitat im PuLFricu-Photometer 
gemessen wird. Obgleich sich dieses Verfahren durch seine Spezifitat aus- 
zeichnet, ist es wegen seiner geringen Empfindlichkeit fiir die Untersuchung 
von biologischem Material nicht geeignet. Die anderen hier angefiihrten 
Methoden sind zwar empfindlicher, haben dafiir aber den groBen Nachteil, 
daB sie unspezifisch sind. Sie sind ja durchwegs oxydimetrische Methoden, 
bei denen der Verbrauch des Oxydationsmittels direkt oder auf indirektem 
Wege ermittelt wird. Besonders stérend wirkt die Anwesenheit von Vitamin 
A und Karotinoiden, die daher zunachst entfernt werden miissen. Durch 
einen Kunstgriff, nimlich durch Vornahme je einer Bestimmung vor und 
nach der Acetylierung der zu untersuchenden Probe (KARRER und Mit- 
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arbeiter [6], EMMERIE [7]) gelingt es ebenfalls, diese Schwierigkeit zu iiber- 
winden und die Genauigkeit dieser unspezifischen Verfahren zu erhdhen. 
Die Differenz zwischen den beiden Bestimmungen gibt dann den Toko- 
pherolgehalt wieder. 

Kiirzlich hat nun Korver [8] eine neue Methode beschrieben, die ab- 
solute Spezifitat mit héchster Empfindlichkeit vereint. Mit ihrer Hilfe 
lassen sich noch Tokopherolmengen von 5 y einwandfrei nachweisen. Bei 
Doppelbestimmungen fanden wir gut iibereinstimmende Werte. Zu Liquor 
cerebrospinalis, der kein Vitamin E enthalt, zugesetztes Tokopherol wurde 
praktisch quantitativ wiedergefunden. Das Prinzip des Verfahrens ist 
folgendes: Das Tokopherol wird zunachst in der von Furter und MEYER 
angegebenen Weise in Tokopherolrot verwandelt. Diese Verbindung stellt 
nach den Untersuchungen von SmitH, IRw1n und UNGNADE [9] sowie von 
Joun und Emre [10] ein Orthochinon dar, das bei der Kondensation mit 
o-Phenylendiamin ein im Ultraviolettlicht intensiv griingelb fluoreszieren- 
des Phenazinderivat liefert. Durch Messung der Fluoreszenzintensitit 
kann der Tokopherolgehalt bestimmt werden. Da nach Jonn und Emre [10} 
sowohl a- als auch $-Tokopherol ein entsprechendes Orthochinon bzw. 
Phenazinderivat geben, werden durch das Verfahren Kor_ers a- und 6- 
Tokopherol zusammen erfaBt. Es sei hier daran erinnert, daB 8-Tokopherol 
biologisch etwa 1% bis 4/3 so wirksam ist wie «-Tokopherol. 

Mit der KorLerschen Methode untersuchten wir den Tokopherolgehalt 
der Frauen- und Kuhmilch in der Hoffnung, hierdurch weitere Hinweise 
auf die Bedeutung und die Notwendigkeit des Vitamins E fiir den Men- 
schen zu erhalten, Systematische Untersuchungen iiber die Tokopherol- 
menge in der Milch liegen nach dem uns zur Zeit zugianglichen Schrifttum 
noch nicht vor. Nur EMMERIE und ENGEL [11] und Kor_er [8] haben bei 
der praktischen Erprobung ihrer Methoden auch vereinzelt Milchproben 
untersucht. Die erstgenannten fanden in einer Kuhmilchprobe 0,020 mg% 
Tokopherol; KorLer wies in Kuhmilch 0,090 bzw. 0,120 mg% und in drei 
Frauenmilchproben 0,5 bzw. 1,6 bzw. 3,6 mg% Tokopherol nach. 

Wir fanden bei der Untersuchung von zwélf Frauenmilchproben, die 
von normal laktierenden Wéchnerinnen (4. bis 10. Wochenbettstag) stamm- 
ten, zwischen 0,40 und 1,85 mg% liegende Tokopherolmengen (Tabelle I). 
Der Durchschnittsgehalt der Milch betrug 0,943 mg%. Bei einer Wéch- 
nerin wurde der Vitamin E-Gehalt taglich bestimmt (Tabelle II). Dabei 
zeigte sich, was ja auch fiir die anderen Vitamine gilt, daB die Tokopherol- 
ausscheidung in den ersten Tagen besonders hoch ist. Am 2. Wochen- 
bettstag belief sich der Vitamin E-Gehalt auf 3,30 mg%, am 3. auf 2,60 
mg% und am 4. auf 1,38 mg%,. Auf dieser Hohe hielt er sich dann ungefahr 
trotz der immer gréBer werdenden Milchmengen bis zum 10. Wochenbetts- 
tag, an dem der Versuch abgebrochen wurde. Es laBt sich berechnen, dab 
die Wéchnerin innerhalb der 10 Tage etwa 50 mg Tokopherol mit der Milch 
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ausgeschieden hat, eine Menge, die als sehr hoch angesehen werden mub, 
wenn man bedenkt, daB der tagliche Bedarf des Menschen an Vitamin E 
auf 1 mg geschatzt wird. Der Bedarf der Wéchnerin an Tokopherol ist 


im Vergleich zur Norm also sicherlich ganz betrachtlich erhoht. 


Tabelle I. Frauenmilch. 





Alter Para Wochenbetts- Tokopherol- 
Jahre tag gehalt in mg®% 
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A 
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34 eee ' 1,360 

23 I 4 1,300 

20 I " 0,660 

20 I ; 1,850 

26 III ; 0,870 

40 Ill . 0,400 

29 II i 0,760 

28 III | " 0,525 

41 IV | : 1,120 

29 II | : 0,490 

‘ 26 I 10. 0,860 
. W. 30 II 10. 1,120 
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Tabelle II. (Frau M. O., 22 Jahre, Para Ill.) 





Tokopherolgehalt Wochenbettstag Tokopherolgehalt 


Wochenbettstag der Milch in mg% der Milch in mg 











3,300 : 1,360 
2,600 A 1,320 
1,380 . 1,500 
1,540 t 1,480 
1,700 





Welche Bedeutung kommt nun dem hohen Tokopherolgehalt der Frauen- 
milch zu? Wie bereits EvANS'und Burr, die Entdecker des Vitamins E, 
festgestellt haben, ist dieser Wirkstoff, nicht nur fiir den normalen Ablauf 
der Schwangerschaft unentbehrlich, sondern auch fiir die Entwicklung 
und Funktionstiichtigkeit des Nervensystems und der quergestreiften 
Muskulatur von gréBter Wichtigkeit. Werden neugeborene Ratten toko- 
pherolfrei aufgezogen, so setzt nach 2 bis 3 Wochen eine spastische auf- 
steigende Lahmung ein, die innerhalb weniger Tage zum Tode fiihrt und, 
wenn sie einmal begonnen hat, durch Vitamin E nicht mehr zu heilen ist. 
Bei der Sektion finden sich schwere Degenerationen, vor allem im Bereich 
der Hinterstrange und der vestibulotecto- und rubrospinalen Bahnen sowie 
in den Muskelfasern. Die reichliche Versorgung des menschlichen Neu- 
geborenen mit Tokopherol lat den SchluB zu, daB dieses Vitamin auch 
beim Menschen fiir die normale Funktion und Entwicklung des Nerven- 
systems von Bedeutung ist. 


Biochemische Zeitschrift, Bd. 318. 
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Im Vergleich zur Frauenmilch ist die Kuhmilch auffallend arm an 
Tokopherol (Tabelle III). Bei neun Kiihen, die im Stall gehalten und mit 
Riiben, Heu, Trockenschnitzeln, Kleie und Hafer gefiittert wurden (vier- 
jahriges schwarzbuntes Niederungsvieh), wurden zwischen 0,02 und 0,10 
mg%, liegende Werte gefunden. Der Durchschnittsgehalt der Kuhmilch 


Tabelle III. Auhmmilch. 





! 
| Tokopherolgehalt 


' Datum der 1 oles c 
Kuh Nr. Gekalbt am in mg%, 


Untersuchung 





5384 5. 1V. 1944 19. VIII. 1943 0,078 
338 ITV. 1944 ee 1943 0,034 


316 . IIT. 1944 1.XI. 1943 0,100 
81 3. IV. 1944 6. XI. 1943 0,020 
329 TV. 1944 11. XII. 1943 0,080 
330 . TV. 1944 26. XII. 1943 0,042 
34 Sh: . 19044 . ok 1944 0,070 
337 HIT. 1944 ae # 1944 0,036 
115 30. III. 1944 II. 1944 0,088 


an Vitamin E belief sich auf 0,061 mg%, das sind 6,5°% des Tokopherol- 
gehalts der Frauenmilch. Wie Tabelle IV zeigt, bestehen auch im Gehalt 
an den iibrigen Vitaminen Unterschiede zwischen Frauen- und Kuhmilch. 
Sie sind jedoch bei weitem nicht so ausgesprochen wie gerade beim Vita- 
min E. 

Tabelle IV?. 





Vitamingehalt in 100 cem 


Frauenmileh Kuhmilch 





AROPODRINOR = 5S ae 0,2 mg 0,06 mg 
ODE ORR thn Tati aoe act Bakar area Seria! 0,038 mg 0,033 mg 
RSRERNOLOR any ek wee SO 0,15 ¥ 0,21 ¥ 

PO FS Po ie a ee Ree es 0,005-0,025 mg 0,045 mg 
TT | 2S aaa ae er ae nae eee Glee ae 0,015-0,050 mg 0,170 mg 
PSCOTDIDERNNS 8 aS 4,5 mg 1,65 mg 
Nicotinsdureamid. . ..... » 0,13 mg | 0,3 «mg 





Die im Handel befindliche Kuhmilch (Magermilch) enthalt, wie die Unter- 
suchung von vier Proben ergab, Tokopherol entweder gar nicht oder nur 
in Spuren. Halbstiindiges Kochen oder 10 Tage langes Stehen der Milch 
im Eisschrank hat keine Abnahme des Vitamins E-Gehalts zur Folge. 

Bei der Bestimmung des Vitamins E hielten wir uns, von geringfiigigen 
Anderungen abgesehen, eng an die Vorschriften Korters. Im einzelnen 
wurde wie folgt vorgegangen: 

1 RupoL_F ABDERHALDEN: Vitamine, Hormone, Fermente. Urban & Schwar- 
zenberg, 1943. 
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1. 5 ccm Frauenmilch werden mit 2,5 ccm 60% iger wasseriger KOH und 
7,5 ccm 95%igem Alkohol versetzt und 1 Stunde lang im Stickstoffstrom am 
RiickfluBkiihler in gelindem Sieden gehalten!. 

2. Nach Abkiihlen des Kolbens wird sein Inhalt in einen Scheidetrichter tiber- 
gefiihrt. Es wird mit 3 ccm 95°,igem Alkohol und dann mit 50 ccm Petrolather 
nachgespiilt. Nach Zugabe von 20 ccm Wasser wird 2 Minuten energisch aus- 
geschiittelt. 

3. Nach Trennung der Phasen wird die untere Schicht in einen zweiten 
Scheidetrichter abgelassen und dort nochmals 2 Minuten lang mit 50 ccm 
Petrolather ausgeschiittelt. Die wasserige Phase wird abgelassen und weg- 
gegossen. 

4. Der im Scheidetrichter 1 befindliche Petrolather wird nun nacheinander mit 
20 ccm 50°%,igem Alkohol, 20 ccm n HC] und 20 ccm Wasser kurz gewaschen. 
Die Waschfliissigkeiten werden jeweils in den zweiten Scheidetrichter abgelassen, 
wo mit ihnen der hier befindliche Petrolather gewaschen wird. 

5. Der Petrolather von Scheidetrichter 1 und 2 wird in einem ERLENMEYER- 
Kolben vereinigt und kurz mit gegliihtem Natriumsulfat durchgeschiittelt. Nach 
Filtration, wobei mit etwas Petrolather nachgewaschen wird, wird der Petrol- 
ather im Vakuum vollkommen abgedampft. 

6. Der Riickstand wird in 8 ccm absolutem Alkohol aufgenommen und in ein 
kleines Kélbchen tbergefiihrt. Es wird mit 2 ccm Alkohol nachgespiilt. Nach 
Zugabe eines kleinen Siedesteinchens und von 2 ccm konzentrierter Salpetersaure 

1,40) wird der Inhalt des Kélbchens in einem Wasserbad am RiickfluBkihler 
genau 5 Minuten lang zum Sieden gebracht. 

7. Das Kéibchen wird abgekiihlt und sein Inhalt in einen kleinen Scheidetrich- 
ter iibergefiihrt. Es wird mit 2 ccm absolutem Alkohol und dann mit 15 ccm 
Petrolather nachgespiilt. Nach Zugabe von 13 ccm Wasser wird 2 Minuten lang 
intensiv geschiittelt. 

8. Nach Trennung der Phasen wird die untere Schicht in einen zweiten 
Scheidetrichter abgelassen und dort nochmals 2 Minuten lang mit 15 ccm 
Petrolather ausgeschiittelt. Die alkoholisch-wasserige Phase wird abgelassen und 
weggegossen, 

g. Der Petrolather des ersten Scheidetrichters wird mit 10 ccm Wasser ge- 
waschen. Mit demselben Waschwasser wird der Petrolather des zweiten Trichters 
gewaschen. 

10. Die Petrolatherextrakte werden vereinigt und der Petrolather in einem 
kleinen Koélbchen abgedampft. 

11. Der Riickstand wird mit 5 ccm einer 1°,igen Lésung von o-Phenylendiamin 
in Eisessig (frisch bereitet) ibergossen und 1 Stunde lang am RiickfluBkihler im 
siedenden Wasserbad gehalten. 

12. Nach Ablauf dieser Zeit wird das Kélbchen abgekiihlt und sein Inhalt in 
einen kleinen trockenen Scheidetrichter tbergefiihrt. Es wird mit 2 ccm Eisessig 
und 15 ccm Petrolather nachgespiilt. Nach Zusatz von 1§ ccm Wasser wird 2 Mi- 
nuten lang energisch geschiittelt. 

13. Die wasserige Phase wird in einen zweiten Scheidetrichter abgelassen und 
dort nochmals mit 15 ccm Petrolather 2 Minuten lang ausgeschiittelt. Die untere 
Schicht wird nach Phasentrennung verworfen. 


1 Bei der Untersuchung von Kuhmilch werden wegen des geringen Toko- 
pherolgehalts am besten 50 ccm angewandt. Es wird mit 25 ccm Kalilauge und 
75 ccm Alkohol verseift. Statt mit 50 ccm Petrolather wird mit 75 ccm ausgeschiit- 
telt. 


4* 
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14. Der Petrolather des ersten Scheidetrichters wird nun nacheinander mit 
10 ccm Wasser, 10 ccm n HC], 10 ccm n NaOH und 10 ccm Wasser gewaschen 
Die wasserigen Phasen werden jeweils in den zweiten Scheidetrichter iibergefihrt 
und mit ihnen der hier befindliche Petrolather gewaschen. 

15. Die Petrolatherextrakte werden vereinigt und nachdem man sich davon 
iiberzeugt hat, daB sich innerhalb einer Viertelstunde kein Wasser mehr absetzt, 
chromatographiert. Das etwa 1 cm Durchmesser aufweisende Chromatogramm- 
rohr wird 8-10 cm hoch mit Aluminiumoxyd anhydric. Merck (standardisiert 
nach BrockMANN) gefillt. Nach Passieren des Petrolathers wird das Rohr unte: 
der UV.-Lampe betrachtet. Je nach der Menge des anwesenden Phenazinderivats 
findet sich im oberen Viertel der Saule ein mehr oder weniger breiter und mehr 
oder weniger intensiv griingelb fluoreszierender Ring. 

16. Das Phenazinderivat wird nun mit einem Petrolather-Benzolgemisch (28ccm 
Petrolather + 8 ccm Benzol) eluirt. Das Eluat wird im Vakuum eingedampft und 
der Riickstand in 1 ccm Butylalkohol unter vorsichtigem Erwarmen aufgenom- 
men. Nun werden 9 ccm Methylalkohol hinzugefiigt und die Fluoreszenzstarke 
der Lésung unter der Hanauer Analysen- eer gegen jene von Vergleichs- 
lésungen ausgetestet. 

Herstellung der Vergleichslésungen. Die Vergleichslésungen kénnen nicht ein- 
fach dadurch hergestellt werden, da man aus einer bestimmten Tokopherol- 
menge das Phenazinderivat gewinnt und eine Lésung desselben in Butanol- 
Methanol mit Butanol-Methanol in den gewiinschten Verhaltnissen verdiinnt. 
Aus hier nicht naher zu erérternden Griinden ist es notwendig, von der jeweils 
gewinschten Tokopherolmenge auszugehen. Man geht so vor, da8 man sich eine 
Tokopherolstammlésung in absolutem Alkohol bereitet, die z. B. pro ccm 200 y 
reines Tokopherol enthalt. Von dieser werden nun nacheinander 100 y, 90 y usw. 
bis zu 10 y in derselben Weise behandelt, wie oben ab Punkt 6 beschrieben. Die 
einzelnen Vergleichslésungen werden in gleich weiten, nicht fluoreszierenden 
Reagensglasern unter Stickstoff eingeschmolzen. Ihre Fluoreszenzintensitat war 
nach 4 Monaten noch unverandert. 

Allgemeines. Eine Bestimmung erfordert etwa 5-6 Stunden. Es mu ohne 
gréBere Unterbrechungen durchgearbeitet werden. Insbesondere ist die Petrol- 
atherextraktion nach der Verseifung und nach der Kondensation des Tokopherol- 
rots mit o-Phenylendiamin unverziiglich nach Beendigung dieser Prozesse vor- 
zunehmen. Die Zugabe von Wasser beim Ausschiitteln zur Verdiinnung des AlI- 
kohols bzw. des Eisessigs darf erst nach Zusatz des Petrolathers erfolgen. Der 
benutzte Petrolather muB tiefsiedend (30-70°) sein und muB ebenso wie der Me- 
thylalkohol und das Benzol durch Destillation gereinigt werden, da die Handels- 
produkte haufig fluoreszierende oder Fluoreszenzausléschung bewirkende Ver- 
bindungen enthalten. 


Zusammenfassung. 


Mit Hilfe einer von KorLer angegebenen Methode zur Vitamin E- 
Bestimmung, die kurz beschrieben wird, wurde der Tokopherolgehalt der 
Frauen- und Kuhmilch ermittelt. Der Durchschnittsgehalt der Frauen- 
milch betragt am 4. bis 10. Wochenbettstag 0,943 mg% Vitamin E, Am 
2. und 3. Wochenbettstag werden héhere Werte gefunden (3,3 bzw. 2,6 
mg%). Die Kuhmilch enthalt im Durchschnitt nur 0,061 mg% Tokopherol. 
Die Magermilch des Handels ist praktisch frei von Vitamin E. 
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Untersuchungen iiber den Abbau von Nicotin 
durch Hefen. 


Ein Beitrag zum Adaptationsproblem. 
Von 
Curt ENDERS und SIEGFRIED WINDISCH. 


(Aus der Biochemischen Abteilung im Laboratorium fiir angewandte Chemie 
der Technischen Hochschule Miinchen und der Wissenschaftlichen Station fiir 
Brauerei in Miinchen.) 


(Eingegangen am 22. Mai 1944.) 


Die Wirkungen von Alkaloiden auf Organismen sind seit Lippert 
Db 
allgemein und besonders von pharmakologischer Seite eingehend unter- 


sucht worden. 

Uber die Wirkung von Nicotin auf Bakterien berichten HEBERT und 
Fermi. Ihnen fiel die groBe Widerstandsfahigkeit von Bakterien gegen 
Nicotin, Morphinsulfat und Strychninnitrat auf. Somogy1 fand dann 
spater die spezifische Wirkung einzelner Alkaloide auf Bakterien und 
benutzte sie zur Anreicherung von Typhusbazillen in Mischkulturen 
mit Bacterium coli. FarreLowirz stellte in Tabaklaugen starken Nicotin- 
abbau fest, den er auf nicht niher untersuchte, nicotinzehrende Bakterien 
zuriickfiihrt. Dasselbe berichtet WeBper. BucHERER und ENpers haben 
1941 den Nicotinabbau mit Bakterien erstmals quantitativ in synthetischer 
Nahrlésung verfolgt. SchlieBlich hat BucHERER 1942 und 1943 durch 
Isolierung und Reinziichtung von vier neuen Bakterienarten aus einem 
Gemisch von Gartenerde, Mist und Faulschlamm den mikrobiellen Nicotin- 
abbau aufgeklart und gefunden, da alle diese vier Organismen in der 
Lage sind, Nicotin als alleinige C- und N-Quelle bis zu 100% abzubauen. 
Zwei dieser Mikroben fanden sich auch in Tabakblattern. 

Uber die Wirkung des Nicotins auf Pilze berichtet zuerst F. Enrvicu, 
daB Lufthefen, Kahmhefen und Schimmelpilze in der Lage sind, sich auf 
Alkaloidlésungen anzusiedeln und die Alkaloide als N-Quelle zu benutzen. 
Dasselbe stellten WiNnTERSTEIN und THIER und CzaPeExk fest. Die Ein- 
wirkung von Alkaloiden, nicht jedoch des Nicotins, auf die Garung von 
Hefe untersuchten erst MARTIN und spaéter ENDERS und WIENINGER. Ge- 
naue Untersuchungen iiber die Wirkung des Nicotins stammen von 
Somoeyl, der fand, daB geringe Konzentrationen von Nicotin die Garung 
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der Bierhefe férdern, wahrend héhere sie verzogern und vermindern. Uber 
gleiche Befunde berichtet PutLosopHov. Eine Untersuchung allgemeinerer 
Art iiber die Wirkung von d- und |-Nicotin auf Bakterien (Milchsaure- 
garung), Hefen (Garung und Vermehrung), Milchschimmel, Mauseleber, 
Protozoen und Griinalgen stammt von Gause. AuBerdem fanden Iwanow, 
Iwanowa und Lartonowa, daB Aspergillus niger bei N-Hunger Nicotin 
als N-Quelle verwertet. 

Als fermentativen Vorgang betrachten den Nicotinabbau im Tabak 
Fopor und REIFENSTEIN sowie BopNAR und Berta, ohne die Existenz 
eines Nicotin abbauenden Ferments mit Sicherheit erwiesen zu haben. 
EnpErRS und GLAWE untersuchten abschlieBend den Abbau des Nicotins 
in der lebenden Tabakpflanze und im Tabakblatt und stellten fest, daB 
einerseits Bakterien den Abbau verursachen, andererseits ein der Pflanze 
eigenes Ferment, das jedoch nur 10% des Nicotins abbaut. 

Uber den Abbau des Nicotins im Wirbeltier liegen Untersuchungen 
vor von WERLE, der in der Leber, der Lunge und der Niere einen Abbau 
von 51 bzw. 44 bzw. 12% des Nicotins nachwies. 

AuBer den genannten Angaben von F. Euriicu, WINTERSTEIN und 
THIER und von Czapek, daf Hefen Nicotin als N-Quelle verwerten kén- 
nen, ist bisher nicht bekannt, 1. um welche Hefen es sich dabei handelt 
und 2. in welchem Umfang Nicotin angegriffen wird. Dies zu untersuchen 


war unsere Aufgabe. Wir bedienten uns dabei einer Art von Elektivver- 


fahren, bei dem Mikroorganismen dadurch gewissermaBen zur Ferment- 
produktion gezwungen werden, da ihnen der C bzw. N nur in der Verbin- 
dung im Substrat dargeboten wird, deren zugehériges Ferment nachge- 
wiesen bzw. gewonnen werden soll. Zum Unterschied von dem beispiels- 
weise von BuCHERER bei seinen Versuchen zur Gewinnung von Gift ab- 
bauenden Mikroorganismen angewendeten Elektivverfahren, bei dem 
natiirliche Mikroorganismengemische zur Anwendung gelangten, priften 
wir eine groBe Anzahl von reinen Hefestimmen auf ihr Wuchsvermégen 
auf Nahrbéden, in denen der Stickstoff nur in Form von Nicotin geboten 
wird. Die Gewinnung eines Nicotin abbauenden Fermentpraparats aus 
Hefe hatte unseres Erachtens ein gewisses medizinisches Interesse. Gleich- 
zeitig sollte durch unsere Versuche ein Beitrag zu der Frage geliefert wer- 
den, ob bzw. in welchem Umfang durch Ziichtung auf extremen Substraten 
fiir diese spezifische Fermente produziert werden. 

Nachdem schon bekannt ist, daB Bakterien Nicotin abbauen, und zwar 
sogar bis zu 100% (BuCHERER; BucHERER und ENpers), und diese Bak- 
terien bekannt und vorhanden waren, lag es nahe, nun zur Ziichtung der- 
artiger Bakterien iiberzugehen. Die Erfahrung hat indessen gezeigt, dali 
die Ziichtung von Bakterien 1. wenig Massenertrag bringt, 2. hohe An- 
forderungen beziiglich der Trennung der Organismen von der Nahrlésung 
(Zentrifugen, Filter) stellt bzw. daB die Trennung zumindest in technischem 
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Ausma8 unméglich werden kann und 3. daf die Reinhaltung von Bak- 
terienzuchten auBerst schwierig und nicht einmal einigermafen sicher 
kontrollierbar ist. Demgegeniiber haben Hefen und hefeahnliche Pilze 
auch gegeniiber der Gewinnung von Fermenten aus tierischen Organen 
unleugbare Vorteile, und zwar grundsatzlich hinsichtlich des Ziichtungs- 
ertrags und der Reinheitskontrolle und, je nach Art, beziiglich der Trenn- 
barkeit von der Nahrloésung. Aus diesem Grunde wurde zunichst nach der 
auxanographischen Methode (in Anlehnung an LoppER-BEIJERINCK) an 
einigen Reinkulturen von Candida- und Torulopsis-Arten gepriift, ob ein 
Angriff auf Nicotin erfolgt oder nicht. Die Versuche machen keinen An- 
spruch auf Vollstandigkeit. Gepriift wurden nur die unten genannten Ar- 
ten, von denen die technische Brauchbarkeit aus anderweitigen Erfah- 
rungen bekannt ist. 

Die Versuche wurden in der Weise durchgefiihrt, daB aus einem Nahr- 
agar, der 2% Glucose, 0,28% Nicotin als einzige N-Quelle, 0,06 % 
MgSO, und 0,03% KH,PO, enthielt, Platten gegossen und auf diesen 
sektorenweise je vier bis sechs Pilze ausgestrichen wurden. Die ‘Platten 
wurden bei 30° bebriitet. Nach wenigen Tagen ergab sich, welche Pilze 
nicht, schwach oder stark angewachsen waren. In allen Fallen von Zu- 
wachs wurde auf Bakterienfreiheit und Reinheit der betreffenden Hefe 
gepriift, um sicher zu sein, daB der Zuwachs auch wirklich von dem aus- 
gestrichenen Pilz stammte. Diese Versuche ergaben auf Nicotinabbau 


zuriickzufiihrenden Zuwachs in abnehmendem Mabe und in folgender 
Reihenfolge bei . 


Candida Guilliermondii ,,S“ . .... +++4++ 
ef parapsilosis . 
Torulopsis utilis . 
Candida pelliculosa 
Torulopsis Laurentii . 
Candida tropicalis . 
* pulcherrima . 
ee Guilliermondii ,,R“ 
Torulopsis Holmii 
Ss sphaerica 

Das starke Wachstum insbesondere der oben in der Tabelle angefiihrten 
Hefen sprach nach dem damaligen Stande unserer Kenntnis iiber die 
Aussagen, die die Auxanogramme zulassen, dafiir, daB auch in fliissigen 
Medien Nicotin als N-Quelle verwertet werden kann. 

Candida Guilliermondii ,,S“*, die den bei weitem besten Zuwachs zeigte, 
wurde dann in iiblicher Weise im Beliiftungsgefa8 aufgeziichtet in einer 
Nahrlésung mit 2% Saccharose, Nahrsalzen wie oben und Ammon- 
sulfat als N-Quelle. War geniigend Hefe zugewachsen (50 bis 100 g in 
abgepreBtem Zustand), so wurde diese Hefe bzw. ein Teil davon in einer 
Lésung weitergeziichtet, die im Liter neben 20g Saccharose, 0,28 g MgSQ,, 
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0,4 g KH,PO,, 0,2 g NaCl, 0,002 g FeCl, und 2,32 g Nicotin als einzige 
N-Quelle enthielt. Diese Ziichtung wurde an drei aufeinanderfolgenden 
Tagen je 7 Stunden durchgefiihrt. Am 3. Tag wurde neben dem Ziich- 
tungsversuch ein GargefaB mit der gleichen nicotinhaltigen Nahrlésung, 
jedoch ohne Hefe, beliiftet, um analytisch den durch die Beliiftung ver- 
ursachten Nicotinschwund feststellen zu kénnen. Nicotinbestimmungen 
nach Pryx und Scumitt wurden dann 1. aus der unbeliifteten Ausgangs- 
lésung von bekannter Zusammensetzung, 2. aus der beliifteten Ausgangs- 
lésung und 3. aus der beliifteten Lésung mit Hefe, dem Zuchtversuch also, 
gemacht. Dabei erwies sich, da8 ein Nicotinschwund zwar vorhanden, 
aber so gering ist, daB er vernachlassigt werden kann. — Diese Versuche er- 
gaben keinen deutlichen Abbau des Nicotins. Nachdem die Vorversuche 
nach der auxanographischen Methode durch Hefezuwachs Nicotinabbau 
angezeigt hatten, war das auffallig. Durch die im beliifteten ZuchtgefaB 
freilich anderen Bedingungen gegeniiber den Auxanogrammen war diese 
Erscheinung nicht befriedigend zu erklaren. Wir gingen daher dazu uber, 
durch Verlangerung der zum Abbau gewiahrten Zeit der Hefe den Nicotin- 
abbau zu erméglichen, und fiihrten mehrere Dauerzuchten durch. Alle 
diese Versuche verliefen ganz gleichartig, so daB wir uns auf Wiedergabe 
und Besprechung des letzten Dauerzuchtversuchs beschranken. 


In 11 aufeinanderfolgenden Ansatzen, von denen die Nummern 1 bis 8 
je 7 Stunden, die Nummer g 31, die Nummer 10 99 und die Nummer 11 


98 Stunden dauerten, wurde einer vorgeziichteten Hefemasse von Candida 
Guilliermondii ,,S‘‘, die sich in den Auxanogrammen ja besonders be- 
wahrt hatte, Gelegenheit gegeben, sich allein auf Nicotinbasis zu ver- 
mehren. Vor und nach jeder Ziichtung wurden g abgepreBte Hefe, Trocken- 
substanz und Eiwei® der Hefe sowie der Stickstoff der Lésung (N-Bestim- 
mung nach KJELDAHL) bestimmt. AuBerdem wurde in gleicher Weise wie 
bei den anfanglichen Versuchen das Nicotin nach Pryt und Scumitt be- 
stimmt. In der Tabelle sind die Ergebnisse, soweit sie aus der Hefe gewon- 
nen worden sind, zusammengefaBt. Die Stickstoffbestimmungen nach 
KJELDAHL muBten bei der Annahme eines méglichen Nicotinabbaus ge- 
macht werden, obwohl nicht erwartet werden konnte, da der hetero- 
cyclische N im Nicotin nach KJeLpAut voll erfaBt wird. Es ergab sich, 
daB in den Gesamtstickstoffbestimmungen etwa zwei Drittel des in den 
Nicotinbestimmungen nach der Pikratmethode nachgewiesenen Nicotin- 
stickstoffs gefunden wurden. Im Durchschnitt der Werte hat das Nicotin 
nach Pryt und ScuMITT um 5,25% in den Ziichtungen abgenommen 
gegeniiber der Menge in der Ausgangslésung, nach KJELDAHL jedoch um 
15,36 %. Wahrend ein Schwund um 5% noch als unspezifische Oxydation 
deutbar ist, bleibt es unklar, warum in der verbrauchten Nahrlosung, 
selbst nach Abzug eines Schwundes von 5%, noch 10% weniger Stick- 
stoff nach KJELDAHL gefunden worden sind. : 
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Um zu dieser bilanzmaBigen Erfassung des Stickstoffgehalts im Wachs- 
tumsverlauf zu kommen, sind mit Hilfe der Trockensubstanz- und Eiweif- 
bestimmungen der Aussaat- und Erntehefemengen jeweils die g Hefe- 
trockensubstanz und EiweiB berechnet und aus ihrer Differenz die Ver 
luste ermittelt worden. Nach anfinglich starken Verlusten an Trocken- 
masse und Eiwei® verlauft die aus den Werten sich ergebende Kurve etwa 
vom 8. Tage an nahezu horizontal. Vom 2. Tage ab stehen die wahren 
Mengen verwendeter und geernteter abgepreBter Hefe stets in Klammern 
unter der fortan berechneten Zahl in g, die vorgelegen hatte, wenn nicht 
die in der 11. Spalte angegebenen Mengen abgepreBter Hefe in g fiir 
Analysen entnommen worden waren. Die in Klammern gesetzte wahre 
Menge Aussaathefe ergibt sich aus der Erntehefe des Vortages jeweils 
durch Abzug der beiden entnommenen Mengen Hefe fiir Analysen. Die 
Verluste muBten aus der Differenz der in Klammern in der unteren Zeile 
jedes Zuchttages stehenden Zahlen ermittelt werden und stehen deshalb 
auch in Klammern. Denn fiir den bilanzmaBigen Vergleich mit den N- 
Analysen aus der Lésung kommen nur die wahren und nicht die berech- 
neten Werte in Betracht. Das allmahliche Ansteigen der Trockensubstanz- 
werte von Aussaat und Erntehefe ist auf Cytorrhyse zuriickzufiihren, 
auBer der Zahl fiir den Trockenmassegehalt der letzten Aussaathefe von 
90,06 %. Aus auBeren Griinden muBte namlich die geringe vorhandene 
Hefemenge einige Tage im Eisschrank lagern, wobei sie ungleichmabig 


eingetrocknet ist. Denn die Zahl von 90,06 % stellt keinen Durchschnitts- 
wert der Trockensubstanz der Hefeprobe dar, wie die unverhaltnismabig 
hohen Zahlen der Erntehefe und der scheinbar hohe Zuwachs an Trocken- 
masse und Eiweib zeigen (Spalten 6, 8, 10, 12 und 13). —- Nachdem durch 


dauernde Entnahme von Hefemengen fiir Analysen bei gleichzeitig aus- 
bleibendem wahren Zuwachs an Hefemasse die Menge vorhandener abge- 
preBter Hefe nach der 11. Fiihrung am 18. Tage nicht mehr fiir weitere 
Versuche ausreichte, muBte der Versuch abgebrochen werden. 

‘Als Ergebnis der Dauerzuchtversuche hat sich herausgestellt, daB die 
Hefe Nicotin nicht abbaut. Dieses Ergebnis steht somit im Widerspruch 
zu dem Befund in den Auxanogrammen. 

In einem anderen Zusammenhang wurde eine ,,Hungerzucht“ von der 
mit Candida Guilliermondii nachst verwandten Candida tropicalis analy- 
tisch verfolgt, d. h. der Pilz wurde in bekannter und iiblicher Weise in der 
oben angegebenen Nahrlésung geziichtet, der jedoch die N-Quelle fehlte. 
Wie die Analysen zeigten, wachst Candida tropicalis in der Hungerzucht 
zuniachst 3 Tage zu, d.h. bei annahernd gleichbleibender Stickstoffmasse 
wird Zucker aufgenommen und als zelleigenes Kohlenhydrat gespeichert. 
Auf diese Weise wichst die Hefe zu und die zugewachsene Hefe hat einen 
immer geringer werdenden Prozentgehalt an Stickstoff. Halt der Zustand 
des Stickstoffmangels bei Kohlenhydratzufuhr an, so wird das zelleigene 
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Kohlenhydrat allmahlich veratmet. Mithin wird die Gesamtmasse weniger. 
Da weiterhin Kohlenhydrat und Luft auBerhalb der Zelle zur Verfiigung 
stehen, tritt geringe Fettbildung ein, die geniigt, um der Hefe eine grofe 
Widerstandsfahigkeit gegen osmotische und andere auBere Krafte zu ver- 
leihen. In diesem ,,oxydativen Stadium“ (nach ScHANDERL) ist eine ge- 
wisse Stoffwechselruhe eingetreten, und man kann eine solche Candida- 
Hefe lange in der Hungerlésung weiterziehen, ohne daB auBer einem ge- 
ringen EiweiBverlust und unvermeidlichen, durch Abnutschen, Umfiillen 
u. dgl. bedingten Massenverlusten sich etwas Auffalliges ereignet. Vollig 
anders verlauft eine derartige Hungerzucht mit Bierhefe, Saccharomyces 
cerevisiae. Fiir sie ist es nicht méglich, gréBere Kohlenhydratmengen ohne 
gleichzeitig vorhandenen Stickstoff zu assimilieren. Einem nur ganz ge- 
ringen Ansteigen der Hefetrockensubstanz am 1. Tage bei hohen Eiweib- 
gehalten von 40 bis 60% folgt schon vom 2. Tage ab ein allgemeines Ab- 
sinken. Es fallt ihr auch sehr schwer, zu verfetten und im oxydativen Ruhe- 
stadium bessere Zeiten abzuwarten. Nur wenige Zellen retten sich so, die 
meisten gehen bald ein. 

Das eben auseinandergesetzte Verhalten der Candida tropicalis in der 
Hungerzucht gibt die Aufklarung fiir den Widerspruch zwischen dem 
Befund in den Nicotinauxanogrammen und in der Ziichtungsfolge. Denn 
der Nahragar mit Nicotin als einziger Stickstoffquelle entspricht genau 
dem Anfang der Hungerzucht: Man sieht den Hefezuwachs, ohne beur- 
teilen zu kénnen, worauf er beruht und was auf den anfanglichen Zuwachs 
nachkommt. Der Vergleich der Verluste an Hefetrockensubstanz einer- 
seits und an EiweiB andererseits in der Hungerzucht von Candida tropicalis 
und der Nicotinzucht von Candida Guilliermondii zeigt weiter, daB gegen- 
iiber dem Hefetrockensubstanzzuwachs wahrend des 1. bis 3. Tages in der 
Hungerzucht in der Nicotinziichtung schon vom 2. Tage ab ein rapider 
Verlust an Masse und Eiweif einsetzt. Dies zeigt, daB das Nicotin nicht 
nur nicht abgebaut werden kann, sondern daf es als Gift wirkt: Es stimu- 
liért den Stoffwechsel, die vorhandene Masse — Kohlenhydratanteil und 
N-haltige Stoffe — werden gleichermaBen viel rascher aufgezehrt als in 
der Hungerzucht. Dennoch ist auch der Ziichtungsversuch mit Nicotin 
fiir die Candida Guilliermondii kein ,,Wettrennen mit dem Tod“, wie die 
Prozentsatze der Hefetrockensubstanz dartun, die mit ihrem Steigen auch 
eine Steigerung der Resistenz der Zelle anzeigen. Dies soll hier jedoch nicht 
naher besprochen werden. 

Die Ziichtung von Hefen mit Nicotin als einziger N-Quelle stellt ein 
iibersichtliches Modell fiir das Wachstum eines Mikroorganismus auf 
einem fiir ihn ungewohnlichen extremen Substrat dar und erscheint des- 
halb zur Diskussion des Problems der fermentativen Adaptation besonders 
geeignet. KarstrOM unterscheidet konstitutive und adaptative Enzyme, 
wobei die adaptativen noch nach der Zeit, die der Mikroorganismus 
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braucht, um sie zu bilden, quantitativ eingeteilt werden. Obwohl diese 
Einteilung der Enzyme nicht voll befriedigt, mu® zugegeben werden, daB 
zur Zeit eine bessere noch nicht méglich ist. Lewis hat auch bereits darauf 
hingewiesen, daB das Anpassungsproblem insofern von prinzipieller Be- 
deutung ist, als die Annahme oder Nichtannahme der Neubildung eines 
noch nicht vorhandenen Enzymsystems eine Stellungnahme bedeutet fiir 
oder gegen Lamarck und Darwin. Im vorliegenden Falle des Nicotins 
liegt auch kein ,,training’‘ nach YupKIN, keine langsame Adaptation vor. 

Mit dem biologischen Artbegriff 1aBt sich die Annahme der Neubildung 
von Enzymsystemen nur schwer vereinigen. Im allgemeinen muB sie abge- 
lehnt werden. Der Fall einer Mutation scheint hingegen biochemisch darauf 
zu beruhen, da® tatsachlich ein Enzymkomplex neu gebildet wird. Man 
mu8 also mit VIRTANEN und QuasTeEL annehmen, daB eine Adaptation 
stets voraussetzt, daB die betreffenden Enzyme im Organismus vorgebildet 
sind und nur des die Bildung auslésenden Reizes harren. Somit ist die 
biologische Art konstant. Der Ausweg aus der Konstanz der Art zu ihrer 
Entwicklung geht daher nicht iiber die Variabilitat, sondern allein iiber 
die Mutation. ° 


Zusammenfassung. 


1. Die Versuche haben ergeben, daB im Gegensatz zu Bakterien, die 
Nicotin bis zu 100% abbauen kénnen, Hefen nicht dazu in der Lage sind. 
Somit ist auch die Gewinnung eines Nicotin abbauenden Ferments, wie 
sie fiir medizinische Zwecke interessant ware, nicht mdglich. Dies Ergeb- 
nis ist fiir das u. a. von KarstrOm behandelte Adaptationsproblem von 
Bedeutung und bestatigt am Beispiel eines extremen Substrats, wie es 
Nicotin fiir Hefen ist, die Auffassung, daB eine GewOhnung nur dann ein- 
tritt, wenn das Fermentsystem, das zum Abbau eines Stoffes nétig ist, 
bereits anlagemaBig im Organismus vorgebildet ist. Somit bleibt der biolo- 
gische Artbegriff unangetastet. Eine Neubildung von Enzymen ist daher 
nur durch Mutation méglich. Damit scheidet die viel behandelte Variabili- 
tat aus dem Streit um die Entwicklung der Arten grundsatzlich aus. 


2. In Ubereinstimmung mit den friiheren Autoren und mit den Erfah- 
rungen an anderen Organismen kann eine deutliche Giftwirkung des Nico- 
tins auf die in Dauerzuchtversuchen verwendete Candida Guilliermondii 


festgestellt werden. Dies auBert sich in einer Stimulierung, derzufolge die 
zelleigene Masse an Kohlenhydrat rascher veratmet wird als im Hunger- 
zuchtversuch, d.h. in Nahrlésung ohne Stickstoffquelle. Eine tédliche 
Wirkung ist mit der schadlichen Giftigkeit jedoch nicht verbunden. 

3. Die Frage, welche Hefen Nicotin abbauen kénnen, schien durch den 
Befund auf den Auxanogrammplatten beantwortet werden zu k6nnen. 
Es hat sich durch den Vergleich von den in Nicotindauerzuchten und 
Hungerzuchten erhaltenen Ergebnissen miteinander jedoch gezeigt, dab 
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in den Auxanogrammen ein Zuwachs an Hefemasse — und somit ei: 
scheinbar positiver Befund — bei solchen Hefen auftrat, die auch be: 
Stickstoffmangel Kohlenhydrat assimilieren und deshalb bei sinkenden 
EiweiBgehalt zuwachsen. DaB, wie die Nicotindauerzuchten zeigten, die 
sem Zuwachs durch die Stimulations- und nachfolgende Giftwirkung ein 
um so starkerer Abfall nachfolgt, kann man im Auxanogramm nicht be 
obachten. Denn man sieht im Auxanogramm die Wachstumskurve ge 
wissermaBen vom Anfangspunkt in Richtung der Abszisse; man sieht also 
wohl den héchsten Punkt der Kurve, aber nicht ihren weiteren Verlautf. 
Aus diesem Grunde ist bei der Beantwortung strittiger Assimilationsfragen 
mit Hilfe des Auxanogramms stets eine gewisse Vorsicht geboten, wenn 
es sich wie im vorliegenden Falle ‘um extreme Substrate handelt. Eine zu 
verlassige Antwort kann vielmehr nur durch quantitativ analysierte Ziich 
tungsversuche im fliissigen Medium gegeben werden. Die Bedeutung der 
Auxanogramme nach LopperR-BEIJERINCK fiir die Bestimmung von hefe- 
artigen Pilzen wird dadurch nicht geschmilert. 
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Uber eine neue Methode der Kochsalzbestimmung 
in Blut, Harn und Liquor cerebrospinalis. 


Von 
Grorc Hausporr, Berlin-Frohnau. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Diagnostik Berlin-Borsigwalde. 
Leiter: Dr. G. Hausporr.) 


(Eingegangen am 28. Februar 1947.) 


Vielen quantitativen Bestimmungen in der medizinischen Chemie liegen 
titrimetrische Verfahren zugrunde. So bestechend die Genauigkeit solcher 
Methoden in der Theorie ist, so ungenau sind ihre Ergebnisse in der 
Praxis, besonders wenn man notgedrungen mit schlechten Indikatoren 
arbeiten muB. Es bleibt dann der subjektiven Beurteilung zu sehr iiber- 
lassen, wann ein Farbumschlag bereits als gegeben anzusehen ist. Hinzu 
kommt die Unbestiandigkeit der Titerldsungen (z. B. Natriumthiosulfat), 
die eine Kontrolle vor jeder Bestimmung erfordert. DaB diese Forderung 
nur von ganz zuverlassigen Hilfskraften gewissenhaft erfiillt wird, ist 
jedem Laboratoriumsarzt bekannt. Wie die Erfahrung weiterhin lehrt, 
stehen die Gebrauchstiterlésungen meist stundenlang in Biiretten herum, 
so daB grébste Veranderungen durch Abscheidung der festen Substanz 
unvermeidbar sind. 

Diese Fehlerquellen hatten mich veranlaBt, die klassische HAGEDORN- 
JeNsEN-Blutzucker- und die Rest-N-Bestimmung mit Thiosulfat-Titration 
sowie die oxydimetrische Kalkbestimmung im Blut durch photometrische 
Verfahren zu ersetzen [1]. Ebenso konnte ich die Messung der 
Wasserstoff-lonenkonzentration durch Verwendung der einfarbigen 
Nitrophenolindikatoren und Aufstellung geeigneter Tabellen verbes- 
sern [2]. Nun ist es mir gelungen, auch fiir die Kochsalzbestimmung 
in Blut und Harn ein photometrisches bzw. kolorimetrisches Verfahren 
auszuarbeiten, das die titrimetrischen Bestimmungsmethoden nach BANG, 
Mour, RApPeNPorRT, RuSNIAK, STRAUSS und VOLHARD an Sicherheit 
iibertrifft. 

Gerade die Kochsalzbestimmung im Serum mit den Normalwerten von 
570-620 mg%, erfordert sehr exakte Resultate, um geringe Abweichungen 
sicher feststellen zu kénnen. Die diagnostische Bedeutung liegt besonders 
in der laboratoriumsmaBigen Sicherung der Pneumonie, des Morbus Ap- 
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pIsoN und der Hypochloramie als Symptomkomplex sui generis 
wenngleich auch bei Odemen, Transsudaten, Aszites und einer Reih 
von Infektionskrankheiten subnormale Werte gefunden werden. Di 
eigentlichen hypochloramischen Zustande kénnen nicht nur zu psychoneuro 
tischen Zustanden fiihren [3], sondern sich bis zum Koma steigern 
(PorGEs). 
Die photometrisch-kolorimetrische Methode beruht: 
1. auf der Wasserunléslichkeit von Silberchromat Ag,CrO,, 
2. auf der Gelbfarbung bei Anwesenheit von NaCl 
AgeCrO, + 2 NaCl = 2 AgCl + NaCrO,, und 
3. auf der Perchromatreaktion 
2 HCrO,+ 2H’+ 7H,O>2H,Cr0,,+ 2H,0. 

Die EiweiBfallung des Serums erfolgt mit Alkohol und die Entfernung 
des Ammoniaks im Harn mit Permutit. Letztere ist unbedingt notwendig, 
da auch NH, eine Gelbfarbung herbeifiihren kann. Im einzelnen gestaltet 
sich die Bestimmung folgendermaBen: 


1,0 ccm Serum wird mit 4,0 ccm (go-100%igem) Alkohol (behelfsweise 
Brennspititus) versetzt, gut geschiittelt und zentrifugiert. Vom klaren Zen- 
trifugat werden 2-3 ccm entnommen, mit einer Messerspitze Silberchromat 
(s. Anm.) versetzt und gut geschiittelt. Die Silberchromatmenge ist aus- 


reichend, wenn sich in der gelb gewordenen Lésung noch ein geringer 
Bodensatz ungeldstes Silberchromat absetzt. Hat sich die Lésung nach 
einigen Minuten vdllig geklart, so wird genau 1,0 ccm davon mit 2,0 ccm 
(3%igem) Wasserstoffsuperoxyd, 2,0 ccm Normalschwefelsdure und 5,0 ccm 
(Bauchpipette!) Ather versetzt und sofort intensiv ausgeschiittelt, bis die 
Blaufarbung restlos in den Ather iibergegangen ist. Die Verwendung eines 
Schiitteltrichters eriibrigt sich, wenn man ein (mit Gummistopfen) gut ver- 
schlossenes, dickwandiges Reagensglas verwendet. Da Ather leicht ver- 
dunstet, vermeide man nicht nur die Nahe einer offenen Flamme, sondern 
schon einer elektrischen Gliithlampe, da die strahlende Warme die Verdun- 
stung begiinstigt. Weiterhin ist es notwendig, das Photometer (Leifo) mit 
eingesetztem Filter 620 meBbereit zu halten, um sofort eine mit Pipette ent- 
nommene Probe messen zu kénnen. Zur Steigerung der Genauigkeit kann 
man mit Vorteil die dreistellige Leitz-Tabelle zur Ermittlung der Ex- 
tinktion verwenden. Das Ergebnis wird der beigefiigten Kochsalztabelle 
entnommen. Wer iiber geschlossene MeBbecherchen verfiigt, kann diese 
selbstverstandlich mit Vorteil verwenden. 

Zur Kochsalzbestimmung im Harn verfahrt man in gleicher Weise, 
nachdem man das Untersuchungsquantum mehrmals mit 1-2 g Permutit 
pulv. (Hersteller: Permutit A.G, Berlin NW 6) zur Entfernung des Am- 
moniaks etwa 5 Min. langsam aber stetig geschiittelt hat. Vom Erfolg dieser 
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MaBnahme iiberzeuge man sich zweckmaBigerweise durch eine NESSLER- 
Probe. Wegen des zu erwartenden héheren Kochsalzgehaltes verdiinnt man 
am besten die zu untersuchende Harnprobe zu gleichen Teilen mit aqua 
dest., da die Kurve bei héheren Konzentrationen nicht mehr dem BEER- 
schen Gesetz gehorcht. Das Ergebnis ist dann lediglich mit 2 zu multi- 
plizieren. 

In Ermangelung eines Photometers kann man auch das Universalkolori- 
meter nach AUTENRIETH verwenden. Man bringt die Untersuchungsfliissig- 
keit in den verschlieBbaren Trog, um Verdunstung zu vermeiden. Als Ver- 
gleichsfliissigkeit fiir den Leerkeil verwendet man eine Blaulésung, die 
man durch einen Parallelversuch mit einer 1000 mg%igen Lésung von 
Natr. chlorid crist. pro Analyse gewonnen hat. Bei Verwendung der 11 cm- 
Scala ist die Ablesung besonders einfach: Findet man namlich einen Wert 
von 5,3, so bedeutet das einen Kochsalzgehalt von 530 mg% bzw. bei 
halbverdiinntem Harn. 1060 mg%, oder 1,06%. Die MeBgenauigkeit ° 
ist auch bei meinem Verfahren von der Geschicklichkeit und Ubung 
nicht unabhangig, iibertrifft aber die Fallungsmethoden aus den an- 
fangs genannten Griinden und geniigt in jedem Falle den _ klinischen 
Bediirfnissen. 

Zum SchluB méchte ich noch darauf hinweisen, daB mit obiger Methode 
selbstverstandlich auch der Kochsalzgehalt im Liquor cerebospinalis be- 
stimmt werden kann. Da dieser normalerweise zwischen 730 und 740 mg % 


liegt [4], so empfiehlt es sich — ahnlich wie beim Harn —, mit 0,5 ccm zu 
arbeiten und 0,5 ccm aqua dest. zuzufiigen. Der Normalgehalt wird iibri- 
gens bei den meisten pathologischen Liquoren unterschritten. 


Kochsalztabelle in mg % (Leifo Filter 620). 
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63 70 76 
128 135 142 
195 201 208 
260 267 273 
328 | 335 | 343 
398 405 412 


0,2 43 50 
0,3 83 109 115 
0,4 | 148 175 182 
0,5 | 215 240 | 247 
0,6 | 280 306 | 314 
0,7 | 350 378 | 385 
0,8 | 419 447 | 453 407 474 9481 
0,9 — 488 516 | 523 536 $43 «550 
10 | 556 585 592 600 | 608 | 615 622 
1,1 629 659 666 673 680 = 688 695 
1,2 703 732 | 740 | 748 | 754 | 761 768 

804 | 811 818 825 833 840 
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Anmerkung: Zu 100 ccm einer kochenden 10%igen Silbernitratlésung fiigt 
man langsam soviel 5,5%ige Kaliumbichromatlésung hinzu, bis die Lésung 
gerade eben eine minimale Gelbfarbung zeigt (etwa 200 ccm). Ist versehentlich 
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etwas zuviel Bichromatlésung hineingelangt, so kann man durch tropfenweises 
Zusetzen von Silbernitratldsung das MiBgeschick korrigieren. Der Bodensatz 
besteht aus Silberchromat. Man saugt die iiberstehende Fliissigkeit ab, wascht 
das Silberchromat solange mit Aqua dest. aus, bis das Waschwasser farblos 
bleibt und trocknet den Riickstand, zuletzt iber konz. Schwefelsaure im Exsic- 
cator. Die Aufbewahrung muB in brauner Flasche erfolgen. 
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Uber die Oxydations- und Denaturierungswirkung 
der UV-Strahlen auf Eiwei8k6érper. 
Von 
‘Sitvio Fiaa. 
(Aus der Gesundheitsanstalt, Prag.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 
(Eingegangen am 23. Dezember 1944.) 


Die Inaktivierung der EiweiBk6érper durch UV-Strahlen, welche zu Ver- 
anderungen in ihren physikalischen und chemischen Eigenschaften fiihrt, 
gilt als ein Denaturierungsvorgang, ahnlich wie Denaturierung durch 
Hitze, Sauren oder Alkalien. Nach der Vorstellung von Haurowitz kommt 
es bei Denaturierung von Sphiaroproteinen zur Entknauelung der Molekel, 
so daB viele Atomgruppen, welche sich im Innern der Molekel befanden, 
nun an die Oberflache kommen. Enthialt die Proteinmolekel Sulfhydryl- 
gruppen, so werden diese durch den Denaturierungsvorgang aus dem mas- 
kierten Zustand im Innern der Molekel freigesetzt, so daB die Zahl der 
reagierenden Sulfhydrylgruppen vergroBert wird. Wie BroicKa festgestellt 
hat, katalysieren diese Gruppen die Reduktion von Wasserstoff an der 
tropfenden Quecksilberkathode. Demzufolge sind die Eiwei®kérper, welche 
SS- bzw. SH-Gruppen enthalten, polarographisch aktiv und zeigen bei den 
Intensitats- und Spannungskurven in Gegenwart von gepufferten ammo- 
niakalischen Kobaltlésungen eine typische EiweiBdoppelstufe. Polarogra- 
phisch zeichnen sich alle Denaturierungsvorgange durch fortschreitende 
Steigerung der beiden Stufen, namentlich aber der zweiten, ab, welche 
gleichzeitig den Charakter eines Maximums verliert und sich in eine ,,ge- 
wohnliche‘’ Welle umwandelt. Es sei bemerkt, daB z. B. bei Formaldehyd- 
einwirkung auf die EiweiBkérper, wobei infolge der Aggregation einzelner 
EiweiBteilchen die gesamte EiweiSdoppelstufe fortdauernd sinkt, der Cha- 
rakter erhalten bleibt — keine Denaturierung (s. Fiata, S.: Die Naturwiss. 
31, 370, 1943). Das stimmt mit der Unverandertheit der Feinstruktur der 
EiweiBmolekel (unveranderte Antigenspezifitat). Dagegen bildet sich bei 
UV-Wirkung auf Eiklarlésungen (s. zitierte Arbeit von WENIG und J IRo- 
VEC), wo gleichfalls die EiweiBdoppelwelle von Anfang an sinkt, sofort ein 
Denaturierungstyp der EiweiBdoppelwelle. Diese Veranderungen bei der 
Inaktivierung der EiweiBkérper mittels UV-Strahlen haben WeENIG und 
Jinovec beobachtet, so daB bei der UV-Inaktivierung volle Analogie zu 
anderen Denaturierungsvorgingen vorliegt. Diese Denaturierung fand nur 
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bei Belichtung mit U V-Strahlen von kiirzerer Wellenlange als 3000 A statt, 
dagegen nicht bei Benutzung von Glasscheiben, welche nur UV-Strahlen 
langerer Welle durchlassen. Nach dem photochemischen Gesetz von Grorr- 
Hus und Draper kann nur derjenige Teil der Strahlen, welcher durch das 
Substrat absorbiert wird, wirksam werden. Die denaturierungswirksame, 
kurzwellige Komponente der UV-Strahlung wird durch Eiwei8kérper ab 
sorbiert, wogegen dies bei der langerwelligen Komponente nicht der Fall ist. 

In der Arbeit von WENIG und Jrrovec wurde das Verhalten der Sauer- 
stoffstufe wahrend der Belichtung der EiweiBlosungen mittels UV-Strahlung 
in die Betrachtung nicht mit eingezogen. Harris hat jedoch schon friiher 
beobachtet, daB Serum bei der Belichtung mit UV-Strahlen Sauerstoff ab- 
sorbiert. GAFFRON hat dies durch den Gehalt des Serums an Porphyrinen 
erklart, so daB es sich bei dieser Erscheinung eigentlich um eine photo- 
dynamische Oxydation handeln sollte. Bei der Photodynamik handelt es sich 
bekanntlich, wie STRAUB und GaFrron bewiesen haben, bei der Absorption 
des Sauerstoffes um eine Oxydation des Substrats unter der Wirkung des 
Photosensibilisators. Anderseits vermutete PincusseN, daB bei UV-Inakti- 
vierung der EiweiBkérper eine photooxydative Wirkung vorliegt, welche 
nicht mit einer photodynamischen verkniipft sei; andere Autoren haben da- 
gegen den Unterschied zwischen der photodynamischen Inaktivierung und 
der Inaktivierung mittels UV-Strahlen darin gesehen, daB die erste nur bei 
Luftzutritt, die zweite aber auch unter LuftausschluB zustande kommt. Die 
Frage war also nicht geklart. Die polarographische Untersuchung der Sauer- 
stoffstufe wahrend der Belichtung und die Abhangigkeit der Verande- 
rungen an den Eiweifdoppelstufen von Sauerstoffgehalt der Lésung bei 
UV-Inaktivierung miissen entscheiden, ob es sich dabei um einen Photo- 
oxydationsprozeB, der zur Denaturierung fiihrt, handelt, oder ob diese In- 
aktivierung vom Sauerstoff unabhangig ist, oder ob eventuell beide Prozesse, 
Denaturierung und Photooxydation, parallel verlaufen. Aus diesen Griinden 
haben wir eine polarographische Untersuchung der Frage unternommen. 

Bei der polarographischen Untersuchung der photodynamischen Oxy- 
dation haben wir frither festgestellt, daB es sich bei dieser Form der Eiweib- 
inaktivierung um keine Denaturierung handelt. Die EiweiSdoppelstufe steigt 
wahrend des Versuches, sie behalt aber denselben Charakter, und die zweite 
Stufe zeigt auch nach langerer Lichtwirkung den Charakter eines Maxi- 
mums, wahrend bei Denaturierung mittels U V-Strahlen, ahnlich wie bei den 
iibrigen Denaturierungsvorgangen, von Anfang an die zweite Stufe den Cha- 
rakter einer gewohnlichen Welle gewinnt. Die Vermehrung der SS-Gruppen, 
die sich durch Steigerung der EiweiBdoppelstufen anzeigt, muB also beim pho- 
todynamischen Effekt durch oxydative Spaltung der Eiwei8molekel, nicht 
aber durch physikalisch-chemische Veranderungen der Molekel im Sinne 
einer Denaturierung erklart werden. Beide Vorgainge, photodynamische 
Oxydation und UV-Denaturierung, sind also grundlegend verschieden. 
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In Versuchen, bei welchen dieselbe EiweiBlésung (natives Menschen- 
albumin) einmal bei Luftzutritt, das andere Mal unter LuftausschluB in 
einer Lésung, welche durch einen standigen Wasserstoffstrom vom Sauer- 
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Abb. 1. Wirkung der UV-Strahlen auf eine Albuminlésung beim Luftzutritt. 


Albumin aus nativem Menschenserum durch fiinftagiges Stehen in Aq. dest. (Verdiinnung 1 : 25) und 

Abzentrifugieren gewonnen. UV-Wechselstromquelle 220V (Original Hanau). Brennerabstand 30 cm. 

Belichtungszeit 0, 10, 20, 30, 40 Min. 1 ccm der bestrahlten Lésung zu 10 ccm CO”’’-Lésung zu- 

gegeben (CoCl, :- 5° 10m, n'10 NH;, n 10 NH,Cl). — Bestrahlung im polarographischen Gefa8 

nach Kalousek (s. ¥. Heyrovsky, Polarographie, 1941). Das GefafS§ wurde oben mit einem Quarzglas- 

deckel geschlossen und von oben her belichtet. Polerographische Arbeit mit bestrahlten Mustern in 
einem zweiten ahnlichen GefaéS. Empfindlichkeit des Galvanometers 1 : 200. 
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Abb. 2. Wirkung der UV-Strahlen auf dieselbe Albuminlésung in Wasserstoffatmosphare unter sonst 
gleichen Bedingungen. 
Belichtungszeit 0, 20, 40, 60 Min. — Dasselbe GefaS, vor und wahrend der Belichtung mit einem 
Wasserstoffstrom durchperlt. 
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stoff befreit war, wahrend 1 Std. mit UV-Strahlen belichtet wurde, war 
nach Beendigung des Versuches kein Unterschied im Charakter der Ei- 
weiBdoppelstufen feststellbar. Die polarographischen Kurven zeigten in 
beiden Fallen denselben Denaturierungsvorgang an (s. Abb. 1 u. 2). 
Denaturierung der EiweiBkérper durch UV-Strahlen ist demzufolge vom 
Sauerstoff unabhdngig und nicht oxydativer Natur. 
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Denaturierung von EiweiBk6érpern durch UV-Licht ist, wie bekannt, nur 
durch Strahlen von kiirzerer Wellenlainge als 3000 A durchfiihrbar. Dazu 
ist auBerdem noch eine relativ niedrige EiweiBkonzentration der Lésung 
notig (s. auch ScumIpT). Versuche, welche bei einer Eiwei8konzentration 
von 1: 20 nach 1 Std. Belichtung negativ ausfallen, sind bei einer Konzen- 
tration 1: 100 deutlich positiv. Es ist klar, daB konzentriertere Lésungen 
deshalb keinen, oder nur einen geringen Effekt zeigen, weil schon die Ober 
flache einer solchen Lésung alle kurzwelligen Strahlen absorbiert, so dal 
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Abb. 3. Sauerstoffverbrauch einer Gelatinelésung wahrend der Belichtung mit UV-Strahlen. 


0,5% Gelatine in n/10 NH,Cl. —- UV-Gleichstromwelle (20 V, 7 A). Brennerabstand 32 cm. Belich- 
tungszeit: 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 Min., Belichtung und polarographische Arbeit in derselben 
Quarzkiivette. Anodische Quecksilberschicht am Boden der Kiivette, welche, um weiteren Sauer- 
stoffzutritt zu verhindern, mit Lésung gefiillt und mit einem Gummistopfen, der mit Léchern fiir die 
Anode und die tropfende Quecksilberkathode versehen ist, dicht verschlossen wird. — Empf.d. Galv.1/40 















































im Innern der Lésung keine Wirkung mehr stattfinden kann. In Denatu- 
rierungsversuchen war polarographisch auBer den Verainderungen an den 
EiweiBdoppelstufen immer (bei Arbeit in geschlossenen GefaBen) eine fort- 
schreitende Erniedrigung der Sauerstoffwelle zu beobachten. Es kommt 
also zu einer Photooxydation, bei der aber die Konzentrationsabhangigkeit 
von einer bestimmten Grenze an gerade umgekehrt war: Konzentriertere 
Lésungen zeigten einen gréBeren Sauerstoffverbrauch als verdiinnte, es 
muBte sich also in diesen Fallen um die Wirkung langwelliger U V-Strahlen 
handeln. Im Versuch mit und ohne Glasscheibe, welche die kurzwellige 
Komponente ausschaltet, zeigt es sich, da®B beide Komponenten oxydativ 
wirken, die kurzwellige ist jedoch oxydativ wirksamer als laingerwellige 
(s. Abb. 3). DaB es sich jedoch nicht um einen photodynamischen Effekt, 
der an die Anwesenheit farbiger Sensibilisatoren gebunden ist, handelt, 
zeigt sich bei der Belichtung einer Gelatinelésung, wo es auch zum Schwund 
von Sauerstoff aus der Lésung kommt (s. Abb. 4). Die Photooxydation 
durch UV-Strahlen ist also ein der Denaturierung parallel verlaufender 
Vorgang, welcher im Unterschied zur Denaturierung von beiden Komponenten 
kurzwellige und langwellige Strahlung hervorgerufen wird, und ist vom 
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durch UV-Strahlen selbst angeregten Sauerstoff verursacht. Es kann natiir- 
lich in Anwesenheit eines Photosensibilisators (Porphyrine) noch eine 
photodynamische Oxydation hinzutreten. 
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Abb. 4. Sauerstoffverbrauch einer Gelatinelésung vor und nach Belichtung mit UV-Strahlen, mit und 
ohne Glasscheibe (Zeifs UG 2). 


0,5° Gelatine in n/10 NH,Cl. Dieselbe Bedingungen wie bei Abb. 3. Belichtungszeit o Min., 1 Std. 
mit Glasscheibe UG 2, 1 Std. ohne Glasscheibe. Empfindlichkeit des Galvanometers 1/20. 
Wie festgestellt (s. Abb. 5), kommt es bei UV-Photooxydation zur Bil- 

dung von Wasserstoffperoxyd, jedoch nur in einem sehr beschrankten Mab, 

so daB also der Sauerstoff meistens gebunden, zum Teile aber auch zum 
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Abb. 5. Entstehung von Wasserstcffperoxyd (Spuren) in einer Gelatinelésung nach Belichtung mit 
UV-Strahlen. Belichtungszeit: 2 Std. 


Dieselben Bedingungen wie in Abb. 3 und 4. Kurve 1: Unbestrahlte Lésung. 2. Id. nach Beseitigung 
des Sauerstoffs. Kurve 3: Bestrahlte Lésung. 4. Id. nach Beseitigung des O,. Empfindlichkeit 
des Galv. 1/50. 

Wasserstoffakzeptor des oxydierten EiweiBes wird. Es handelt sich also bei 
der UV-Strahlenwirkung um einen ahnlichen Vorgang, wie R. LATARJET 
und J. LotseLeur den Einflu8 von X-Strahlen auf wisserige Lésungen 

organischer Verbindungen beschrieben haben. 
Beide Vorgange, UV-Strahlenwirkung auf EiweiBkérper unter Luft- 
zutritt und ohne Sauerstoff, miissen irgendwelche Unterschiede zeigen. 





7% Sitvio Fata: 


P. Wes (nach Duere zitiert) hat festgesetllt, daB in Anwesenheit von 
Sauerstoff nach Belichtung mit UV-Strahlen eine Erhéhung der Fluores- 
zenz des Eiweifstoffes und einiger seiner Spaltprodukte eintritt, wahrend 
ohne Sauerstoff auch eine Abnahme der Fluoreszenz stattfinden kann. 
Photooxydation ist aber im ganzen genommen ein der Denaturierung ge- 
geniiber im Effekt untergeordneter Vorgang. In Versuchen von WENIG 
und JiRovec war nach 1 Std. dauernder Belichtung unter Benutzung einer 
7 mm dicken Glasscheibe kein Einflu8 zu beobachten. Es ist aber wahr- 
scheinlich, daB auch an den EiweiSdoppelstufen nach bloBer Photooxyda- 
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Abb. 6. Oxydative Wirkung der langwelligen UV-Strahlen auf eine Albuminlésung. 
Albuminlésung und andere Versuchsbedingungen wie Abb. 1 und 2 


Glasscheibe BG 2,2 mm dick. Belichtungszeit 0,1 Std., 3, 3, § Std. Empfindlichkeit des Galv. 1/150. 
























































tion mit langwelligen UV-Strahlen eine Verainderung vorkommen wird, 
jedoch nur nach sehr langer Belichtung. Wir haben eine 2 mm dicke Glas- 
scheibe (BG 2) benutzt, welche die kurzwellige UV-Komponente vollstan- 
dig absorbiert. Nach mehrstiindiger UV-Belichtung ist eine fortschreitende 
Erhéhung beider Wellen der EiweiBdoppelstufe zu beobachten (s. Abb. 6). 
Die Kurve zeigt immer denselben Charakter, ohne Zeichen einer Denatu- 
rierung. Wir schlieBen daraus, daB es sich auch in diesem Fall wahrschein- 
lich um eine photooxydative Spaltung der EiweiBmolekel unter dem Ein- 
fluB der UV-Strahlen handelt. 


Zusammenfassung. 


Wie polarographisch festgestellt wurde, handelt es sich bei der Wirkung 
der UV-Strahlen auf eiweiBhaltige Lésungen um zwei parallel verilaufende 
Vorgange, Denaturierung und Photooxydation. Die Denaturierung, welche 
nur von der kurzwelligen Strahlenkomponente verursacht wird, ist kein 
oxydativer Vorgang, wahrend die Photooxydation von der kurzwelligen 
und langerwelligen Komponente in Anwesenheit von Sauerstoff bewirkt 
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wird. Der durch UV-Strahlen angeregte Sauerstoff wird in der Hauptsache 
an das EiweiB gebunden, zum Teil tritt er auch als Akzeptor des EiweiB- 
wasserstoffs unter Entstehung von Wasserstoffperoxyd auf. Langdauernde 
Photooxydation fiihrt wahrscheinlich zur teilweisen oxydativen Spaltung 
der EiweiSmolekel. 
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Die MuskeleiweiBk6rper des Fisches’. 


Von 
Eva Roru. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Kénigsberg i. Pr.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 
(Eingegangen am 7. August 1944.) 


Allgemeiner Teil. 
I. 


Die Frage nach den aktiven und passiven Langenanderungen des Muskels 
ist letztlich eine Frage nach den Anderungen des molekularen Feinbaues seiner 
Kolloide; denn die Kolloide sind die Trager der Form der Muskelfaser. Die 
Kenntnis des molekularen Feinbaues ergibt sich einmal aus Erfahrungen am 
intakten Muskel: Polarisationsoptik, Réntgenoptik, mechanische und elastische 
Eigenschaften. Sie bedarf zweitens der Kenntnis der einzelnen Muskeleiweib- 
kérper. Erfahrungen tiber den intakten Muskel sind an allen geeigneten Objek- 
ten gesammelt, an Muskeln von Mollusken, GliederfiiBern und den verschiedenen 
Ordnungen der Wirbeltiere. Man hat sie kombiniert mit Erfahrungen an reinen 
MuskeleiweiBkorpern, die fast ausschlieBlich an Saugetiermuskeln, ja ganz iiber- 
wiegend nur an den Muskeln eines einzigen Saugetieres — des Kaninchens — ge- 
wonnen waren. 

Die Sicherheit solcher Kombination gewinnt, wenn sich zeigen laBt, daB die 
EiweiBkorper der quergestreiften Muskeln bei allen Tieren — mindestens grund- 
satzlich — gleich sind. Ob das so ist, wird sich fiir den Tierkreis der Wirbeltiere 
am besten entscheiden lassen, wenn mit den Muskeln der hochentwickelten 
Saugetiere die Muskeln der primitivsten Ordnung, der Fische, verglichen werden. 


II. 


Wird der feinzerkleinerte Skelettmuskel von Knochenfischen (Schlei, 
Karpfen) mit dem 4- bis 6fachen Volumen 0,6 m KCl]-Lésung bei einem 
Py von 7 bis 8 eine halbe bis zwei Stunden extrahiert, so erhalt man wie 
beim Sauger einen viscésen Extrakt mit starker Stromungsdoppelbrechung. 
Anders als beim Saéugermuskel wird die Viscositét mit zunehmender 
Extraktionsdauer und abnehmendem Extraktionsvolumen schon in zwei 
Stunden so groB (vgl. exper. Teil, Tabelle VIII), daB der Muskelbrei 
nicht mehr ohne weiteres abzentrifugiert werden kann. Die Trennung von 

* Die vorliegenden Untersuchungen wurden auf Anregung und unter Leitung 
von Professor Dr. H. H. WEBER ausgefiihrt. 
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Brei und Extrakt gelingt auch unter diesen Umstanden, wenn die Viscositat 
des Systems vor dem Zentrifugieren durch einen Gehalt von 0,001 m Adeno- 
sintriphosphat oder aber durch Verdiinnung mit dem gleichen Volumen 
0,6 m KCl-Lésung erniedrigt wird. D.h. der Fischextrakt verhalt sich 
bereits nach zwei Stunden so, wie sich ein Séugermuskelextrakt in der 
Regel nach 24 Stunden verhalt. 

Wird ein solcher Extrakt gegen Aqua bidest. dialysiert, so fallen bei 
Pu 7 schon bei 0,24 m KCI sehr scharf ungefahr 35 bis 40% des Extrakt-N 
aus (vgl. Abb. 1). Die Lésung dieses Niederschlages in 0,35 bis 0,6 m 

KCl-Lésung zeigt durch Strémungsdoppelbrechung hohe 

vy ” und anormale Viscositat (vgl. exper. Teil, Tab. VIII 

b3%¢ und Tab. IX) und Fadenbildung in Salzlésung niedriger 
(SS physiologischer) Konzentration Myosincharakter. 
Der I. P. liegt bei py 5,4 (s. unter IV). Das Dialysat 
verliert bei dieser Fallung die Doppelbrechung sowie die 
hohe und anormale Viscositaét. In der Regel sind auch 


7 











SE a a 
6543 2 


1:20-4 
say . s re - Eiweif N 
Abb. 1. Eiweifgehalt von KCl-Extrakten des Fischmuskels wahrend der Dialyse. Ordinate: Extrakt N . 


- 100; Abszisse: Ionenstarke in log. Mafistab. Die verschiedenen Symbole bedeuten Extrakte ver- 
schiedener Karpfen. Die Ziffern an der Versuchspunkten geben p,,-Werte, da wahrend der Dialyse 


eine langsame Sauerung stattfindet. 
die Lésungen der Niederschlage bei weiterer Abnahme der Ionenstarke 
bis 0,001 m frei von Doppelbrechung und von niedriger Viscositat (vgl. 
allgem. Teil, Tab. I und exper. Teil, Tab. I), obwohl die Eiweib- 
konzentration durch das Zusammenzentrifugieren der Niederschlage stark 
erhoht ist. D.h. bei py 7 ist der Extrakt bei einer Ionenstarke < etwa 
0,2 m praktisch frei von Myosin!. Fischmyosin ist also anscheinend ein 
wenig léslicher als das Rindermyosin von Epsa.i? und deutlich weniger 
~ 1 Nur in einem Falle fand sich eine spurenweise Doppelbrechung in der Lésung 
eines sehr geringfiigigen Niederschlages, der bei der Dialyse von der Ionenstarke 
0,24 u auf 0,15 u ausgefallen war (vgl. exper. Teil, Tab. I). Bei p,, > 8 dagegen 
bleiben Myosinspuren bis zu einer Ionenstarke < 0,6-10~* in Lésung. Diese 
Spuren sind im Extrakt nicht mehr nachweisbar, wohl aber in der Lésung des 
Niederschlages, der nach Umwandlung des p,, auf 6,2 und 5,4 ° 10-4 m ausfiallt. 


2 Epsa.u I. T.: Journ. Biol. Chem. 89, 289 (1930). 
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léslich als das Kaninchenmyosin von WeBeER und Mitarbeitern!. Bei 
weiterem Absinken der Ionenstirke von etwa 0,2 bis 0,02 m fallen 
nur etwa 3 bis 5% (s. Abb. 1) des ExtrakteiweiBes aus, die (s. oben) 
kein genuines Myosin sind (s. exper. Teil, Tab. I). Eine weitere Dialyse 
bis zu einer lonenstirke von etwa o,oo1 w und py ~ 6 vermehrt die 
Menge des ausfallenden Globulins auf 6 bis 8% (vgl. Abb. 1). Das Ei- 
weiB, das unter 0,02 uw ausfallt, hat seinen I. P. bei pg 5,0 (vgl. V, und 
allgem. Teil, Tab. I und exper. Teil, Tab. II). Die Restlésung besteht 
dann weitgehend aus Muskelalbumin; doch spricht die relativ hohe 
Viscositaét 7) 1% = 1,15 noch fiir einen gewissen Gehalt an Globulin X 
(vgl. V). 


Ill. 


Wird der Brei von Fischmuskel mit dem gleichen Volumen Froschringer 
oder Aqua bidest. extrahiert, d. h. bei einer Ionenstarke von 0,12 bis 0,06 u,, 
dann hat man im pg die gleichen (pg 6,3 bis 5,9), in der Ionenstirke sehr 
ahnliche Extraktionsbedingungen wie bei der Herstellung eines Preb- 
saftes aus Saéugermuskel?. Wird ein solcher Extrakt dialysiert, so fallt 
bis o,oo1 uw eine EiweiBfraktion aus, deren (unvollstandige) Lésung sich 
durch fehlende Str6mungsdoppelbreehung, niedrige Viscositét und einen 
isoelektrischen Punkt bei py 5,0 von Myosinlésung deutlich unterscheidet, 
(vgl. V, allgem. Teil, Tab. I und exper. Teil, Tab. II und Tab. IX). Diese 
EiweiBfraktion gleicht also den gut léslichen Globulinen des KCl Ex- 
traktes. Unterhalb der Molaritat 10~* und py 6 bleibt wie beim Sauger nur 
noch eine Albuminfraktion wasserklar in Lésung (vgl. VI). Genau wie 
beim Saugetier geht also auch beim Fisch kein Myosin in PreBsafte oder 
Extraktionslésungen iiber, deren Ionenstarke nicht durch Salzzusatz 
wesentlich iiber die physiologische Ionenstarke erhéht oder auf einem 
Pu >> 7 gehalten ist. Ebenso wie beim Sauger finden wir in solchen Ex- 
trakten auBer Albumin eine Globulinfraktion mit ganz oder weitgehend 
kugelférmigen Teilchen. 


IV. 


Wie beim Sauger fiihrt die Aufarbeitung des Fischmuskels zu einer 
Fraktion von Stabchenglobulinen, einer mehr oder minder kugelférmigen 
Globulinfraktion und einer Albuminfraktion. Es ist zu analysieren, wie 
weit einerseits die Globuline mit dem Myosin und Globulin X des Sauge- 
tieres identisch sind, wie weit andererseits die Albuminfraktion dem 
Saugermyogen entspricht. 


1 Ergebn. d. Physiol. 36, 109 (1933). 
2 PreBsafte konnten aus Kriegsgriinden — Fehlen passender Kolierleinwand — 
nicht hergestellt werden. 
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Seit SzenT GyOrGyiIs! sensationeller Entdeckung des Einflusses des Adenosin- 
triphosphats (ATP) auf das Myosin, wissen wir, daB das Myosin in zwei Zu- 
standen — A-Zustand und 4-Zustand — vorkommt, daB sich B-Myosin durch 
ATP in A-Myosin verwandeln ]a8t, und daB durch ATP in den A-Zustand ge- 
brachtes Myosin sich im Laufe der ATP-Spaltung* wieder in 4-Myosin zuriick- 
verwandelt. Der 4-Zustand ist gekennzeichnet durch eine verhaltnismabig hohe 
Léslichkeit und niedrige Viscositat, der #-Zustand durch hohe Viscositaét und 
geringere Léslichkeit. 

Seit den ersten Untersuchungen mit der Ultrazentrifuge durch ScHRAMM und 
WepeR ist bekannt, da Saugermyosin in einer leichten und mehreren schweren 
unter sich monodispersen Formen im Extrakt vorkommt. Unverdffentlichte Unter- 
suchungen® beweisen, da das A-Myosin von SzENT GyOrGyI mit dem leichten 
Myosin, daf 4-Myosin mit den schweren Myosinen identisch ist. Alle Myosine 
sind ineinander verwandelbar4. Der isoelektrische Punkt liegt bei Pu 5,4°. 


Wird der Niederschlag des Stabchenkolloides des Fisches gelost und im 
Reihenversuch das py des Quellungsminimums bei einer Ionenstirke von 
1,5°10-%u bestimmt, so findet sich das Quellungsminimum bei py 5,4 
(s. Abb. 2). Werden die Flocken solcher Myosinniederschlage in ihren 


7 ares) 
2 


Abb. 2. pj und Quellung von Myosingelen.Ordi- 7 
nate: Gew. des gequollenen Geles; Abszisse: Pj,; 
(+) = Kataphorese kathodisch, (—) = anodisch; 

? = fraglich. 


46 52 «56 ~=«60)SCOGS 


Pufferlésungen in ein elektrisches Feld gebracht, so wandern sie bei py 5,4 
anodisch, bei py 5,36 fraglich anodisch, bei py 5,15 und saurer kraftig 
kathodisch (s. Abb. 2). Auch bei Fischmyosin liegt nach Quellung ynd 
Wanderung der isoelektrische Punkt bei pg 5,4. 

Die vollstandige Unldslichkeit des Fischmyosins bei langerer Extrak- 
tionsdauer oder aus wenig verdiinnten Extrakten in einer Ionenstirke 
_<0,2 (bei py 7) spricht dafiir, daB der Fischextrakt vorwiegend oder 
ausschlieBlich schweres Myosin enthalt. Das leichte Myosin des Saugers 
wird bei py 7 erst unterhalb 0,05 yu vollstandig unldslich. 

Auch die Viscositat des Fischmyosins — sowohl im Extrakt wie in der 
Umfallung — (7 1% = 15-75 s. exper. Teil Tab. VIII) ist die Viscositit 


1 SzenT GyOrGyI u. BANGA: Studies from the Institute of medical Chemistry 
University Szeged 1, 5 (1941-42) und nachfolgende Mitteilungen. 

2 Zur ATP-Spaltung durch Myosin vgl.: EnGecnarpt W. A. u. Liusimowa 
M.N.: Nature (London) 144, 668 (1939). NeepHAm D. M.: Biochem. Journ. 36 
(1942); BayLay’K.: Biochem. Journ. 121. 

3 PoRTZEHL, SCHRAMM, WEBER erscheint demnachst. 

4 PorTZEHL, SCHRAMM, WEBER erscheint demnichst. 

5 Smitu E.C.: Proceedings of the Royal Society B. 114, 494 (1934). HoLLWeps 
W. u. Weser H.H.: Bioch. Zeitschr. 295, 205 (1938). 


My 
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schwerer bis sehr schwerer Saéugermyosine. Und schlieBlich sinkt diese 
Viscositat auf ATP Zusatz stark ab (vgl. Tab. X). 

Wird die Extraktionsdauer bei héherer Verdiinnung des Extraktes auf 
eine halbe Stunde beschrankt, so erhalt man von vornherein Myosine von 
wesentlich niedrigerer Viscositat (y/ 1% = 7-13 vgl. exper. Teil, Tab. VIII), 
die bei Sattigung des Myosins mit Adenosintriphosphat auf den Wert des 
leichtesten Saéugermyosins (7 1% = 3,5) absinkt (vgl. Tab. X). Das 
Fischmyosin von 30 Min.-Extrakten verhalt sich also etwa so wie das 
Saugermyosin von 2 Stdn.-Extrakten. 

Wird das umgefillte Fischmyosin eines 30 Min.-Extraktes auf der 
Ultrazentrifuge sedimentiert!, so erhalt man in 0,3°% Lésung Sy9 = 12,2: 
- 1073, ein Wert, der sehr genau der Sedimentationskonstanten des leich- 
testen der schweren Myosine des Saugers entspricht?. 

Fisch- und Saugermyosin erscheinen also im Rahmen der bisherigen 
Untersuchungen vdllig identisch. Fischmyosin findet sich allerdings auch 
in Extrakten kurzer Extraktionsdauer vorwiegend im B-Zustand. Die 
groBere Geschwindigkeit, mit der Fischmyosin in den B-Zustand iiber- 
geht, ist im Rahmen andersartiger Myosinstudien auch von GuBa?® (unter 
SzENT GyOrGyY1) belegt. Sie spricht aber weniger fiir eine Verschiedenheit 
der Myosine als fiir eine Verschiedenheit im ATP Haushalt'. 


V. 


Werden alle aus dem Muskel extrahierbaren Globuline — mit Ausnahme 
der Myosine — unter dem Begriff der Globulin X-Fraktion zusammen- 
gefaBt, so findet man auch beim Fisch eine solche Fraktion. Die Eiweib- 
kérper der Globulin X-Fraktion sind auch beim Sauger verhaltnismabig 
wenig untersucht. Werden die bekannten Eigenschaften dieses Proteins 
von Kaninchen und Fisch (s. allgem. Teil, Tab. I) verglichen, so zeigt sich 
eindeutige Ubereinstimmung im pq Optimum der Fillung und in der 
elektrischen Kataphorese. Der isoelektrische Punkt liegt auch beim 
Knochenfisch bei pq 5,03-5,1. Auch die Abhangigkeit der Léslichkeit 
von Salzgehalt und py ist etwa dieselbe wie beim Séiuger: Mindestens der 
Hauptteil des Globulin X beginnt bei py 7 zwischen 10-® und 1073 u. aus- 
zufallen, und ebenso wie beim Sauger ist bei diesem py — ja tiberhaupt 
bei py-Werten > 6,0 — eine ganz vollstandige Fallung bis zu einer Ionen- 
starke von 0,7 bis 0,8-10~%y nicht mit Sicherheit feststellbar: So zeigen 
? Wir sind Herrn Doz. Dr. G. Scuramm fiir die Ermittlung der Sedimentations- 
konstanten dankbar verpflichtet. 

2 PORTZEHL, SCHRAMM, WEBER unverOffentlichte Versuche. 

8 Gusa F.: Studies Vol. III, 40 (1943). 

2 4 Durch die Studien der Schule von Szent GyOrGyI ist bekannt, da der 
Ubergang von Myosinextrakten aus dem A- in den &-Zustand mit dem Ver- 
schwinden des ATP, d. h. seiner Aufspaltung durch den Muskelbrei verbunden ist. 
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Tabelle I. 


Aus Karpfenextrakt 


bei Pu 6,3-6,0; » 10-2» 


bei Py 7:0 zwischen 10-* u. 1073 


~ 107?) 


/ 


i 


5, 


bei Py ~ 
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Wanderungsumschlag 


Wanderungsumschlag 
bei Py ~™ 5,0; (u ~ 107?) 


normal 





Kaninchen 


1,6° 


1; 


5, 


bei py 5.4- 


bei Py ~ 5,0; (u~ 10-2)* 


Wanderungsumschlag 


~~ 10-*) 


/ 
\ 


bei Py ™ 5,9; 


7 1% 1,12-1,18* 


bei Py 


> 0,4 u 


"Op. :2 


7 


normal 











Léslichkeit 
a) Fallungsbeginn 


b) vollstandige Fallung . 


Flockungsoptimum 


Kataphorese 


Viscositat 


Ergebn. d. Physiol. 36, 109 (1933). 


* WEBER H. H.: 


bei py 6,2 dialysierte KCl 
Extrakte der Leitfahigkeit 
(Ionenstarke 
etwa 0,7—-0,8* 1073 m) in 1% 


7-8 + 1075 


Lésung Viscositiiten von 
1,10 bis 1,16, die fiir Mus- 
kelalbumin — fiir Albumin 
iiberhaupt — wesentlich zu 
hoch sind, aber recht gut 
fiir Globulin X von Kar- 
pfen und Kaninchen pas- 
sen. Ebenso wie beim Sau- 
ger tritt dagegen vollstan- 
dige Fallung im pg Inter- 
vall zwischen 6 und 5 
ein. Auch beim Knochen- 
fisch wird annahernd ku- 
gelformige Gestalt der 
Teilchen durch fehlende 
Str6mungsdpopelbrechung 
(selbst in Konzentrationen 
von nahezu 2%, s. exper. 
Teil, Tab. 1) und normale 
Viscositat bis zu Drucken 
von iiber 800 mm H,O 
bewiesen (s. exper. Teil, 
Tab. IX). 

Besonderheiten des Glo- 
bulin X von Karpfen be- 
stehen darin, dab gelegent- 
lich in 1% Lésungen statt 
der iiblichen Viscositiat 
Viscositaiten ge- 
funden sind: Bei py 8,6 
und 3° 107% yu, y 1% 
1,46 (s. exper. Teil, Tab. 
VIII). Auch diese Viscosi- 
tat ist normal; ihre Héhe 


hdhere 


kénnte zum Teil auf der 
hohen Auf- 
ladung durch die alkalische 
Reaktion beruhen, die im 
Gegensatz zu den anderen 


elektrischen 
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Versuchen und auch den Versuchen beim Sauger nicht durch eine hoh« 
Salzkonzentration in ihrer Auswirkung auf die Viscositaét gedriickt ist 
Ferner bleibt es zweifelhaft, ob die Fallung bei py 7 scharf bei 0,005 » 
einsetzt — wie beim Sauger. Die Fallung der Hauptmenge des Myosins 
(= 0,2) ist namlich mit der Fallung der Hauptmenge des Globulin X 
(<< 10-*y) durch fortlaufende kleine Fallungen verbunden, die nicht 
Myosin sind (s. II und exper. Teil, Tab. I). Es muB offen bleiben, ob es 
sich hierbei um denaturiertes Myosin, denaturiertes Myogen (Myogenfibrin) 
oder um besonders wenig lésliche Anteile der Globulin X-Fraktion handelt. 
Man konnte an denaturiertes Myosin denken, weil die Lésung solcher 
Zwischenniederschlage gelegentlich eine verhaltnismaBig hohe Viskositiit 
(yj 1% = 1,46, vgl. exper. Teil, Tab. I) zeigte ; man kénnte die Myogenfibrin 
natur ablehnen, da bei gelegentlicher Untersuchung das Fallungs 
optimum der Lésung solchen Niederschlages zwischen py 5,0 und 5,5 lag. 

Im wesentlichen also scheinen Globulin X-Fraktion des Knochenfisches 
und des Saugers gleich oder sehr nahe verwandt zu sein. Es kann nicht 
sicher entschieden werden, ob die Globulin X-Fraktion des Fisches dariiber 
hinaus auch noch einige Eiwei®k6rper enthalt, die weniger léslich und von 
hdherer Viscositat sind als die Proteine der Globulin X-Fraktion der 
Saugetiere. 


VI. 


Die Myogenfraktion der Saugetiere 148t sich kurz kennzeichnen als eine 
typische Albuminfraktion: kugelférmige Teilchen und entsprechend niedrige und 
normale Viscositat (7/ 1% = 1,04, bei Serumalbumin ebenfalls 1,04), auBerordent- 
lich hohe Léslichkeit (> 30%), niedriges Teilchengewicht. Sondereigenschaften 
des Myogens sind die gegeniiber anderen Albuminen ungewohnlich alkalische 
Lage des isoelektrischen Punktes (py 6,3), etwas hohere Teilchengewichte (81000 
und 150000 gegeniiber 35000 beim Eieralbumin und 70000 beim Serum- 
albumin), sowie eine sehr hohe Labilitat — und in gewissem Umfang die 
spezifische Drehung ({a D] = 31,3° gegen 35° beim Ovalbumin und 96° beim 
dialysierten Serum). 

Auch das Karpfenmyogen ist ein typisches Albumin, das bei jedem py auch 
bei einer Elektrodialyse bis zu x = 10-5 in Lésung bleibt, das die niedrige und 
normale Viskositat der Albumine (7/ 1 % etwa 1,04) zeigt (vgl. Tab. II). 

Fiir chemische Identitat von Fisch- und Saugermyogen spricht dic 
Ubereinstimmung der Linksdrehung, nicht nur bei py 6,0 ([a D] ~ 30°), 
sondern auch bei py 2,6~-3,0 ({a D] = 66°) (vgl. Tab. II). 

Gegen eine vollige Identitét spricht die Verschiedenheit im isoelektri- 
schen Punkt, der beim Sauger fiir das genuine Myogen wie fiir samtliche 
Myogenfibrine bei py 6,3 liegt, wahrend er fiir die Myogenfibrine des 
Karpfens bei py 6,1 liegt. Das Fischmyogen gleicht hierin dem Myogen 
von Rana esculenta, das auch genuin einen isoelektrischen Punkt von 
Pp 6,0 zeigt?. 


1 Weper H. H.: Biochem. Zeitschr. 158, 443 (1925). 
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Tabelle II. 


*10 


bei py, ~ 6,0 


bei 50° C;u~1 


Aus Karpfenextrakt 


bei py ~ 6,0 
bei 50° C; uw ~ 1,07 - 107? 
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1 +107?) 
5 


< 


% 1,01-1,0 
bei Pu 5,0-6,6 


, 


Wanderungsumschlag 


bei Pu 6,0; (wu 
“1 


Wanderungsumschiag 


bei py, 6,0; (u S 1° 107?) 


oO, 
1 ‘Y% 1,23 


bei py 2,6 


bei Py ~™ 8,0; ~ 29 
bei Py ~™ 2,6; ~ 66 





Kaninchen 


Wanderungsumschlag* 
bei Py 6,3; (uw S1-° 107?) 


. 107?) 





Wanderungsumschlag* 


bei py 6,3; (uS1 


bei py ~ 6,0; ~ 30** 


bei Py ~~ 3:0;~ 67 





des 
Myogens 








Fallungsoptimum 


hitzedenatur. 


Biochemische 


Kataphorese des _ hitze- 


ge- 


des 
nuinen Myogens 


denaturierten Myogens 


Kataphorese 
Viscositat 


Zeitschrift, Bd. 318. 


Polarisation 


Bioch. Zeitschrift 189, 407 (1927). 
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Der Verschiedenheit in 
der Lage des _isoelektri- 
schen Punktes gegeniiber 
dem Saugermyogen ent- 
spricht vielleicht tiberhaupt 
eine gewisse Verschieden- 
heit der Ladungsverhalt- 
nisse: Vergleicht man nam- 
lich die Temperatur be- 
ginnender Hitzefallung bei 
Sauger und Karpfen, so 
liegt das Temperaturmini- 
mum beim Karpfen nicht 
nur tiefer — das kénnte 
mindestens teilweise auf 
langsamerer Erwarmung, 
etwa 15 Minuten gegen- 
iiber 2 Minuten, beruhen—, 
sondern die ganze Kurve 
ist anders geformt und das 
Minimumstarker ins Saure 
verschoben, als der Ver- 
schiedenheit des isoelektri- 
schen Punktes entspricht. 
Auf der alkalischen Seite 
steigt die Kurve beim Kar- 
pfen viel steiler an als beim 
Kaninchen. Auf der sauren 
Seite ist es umgekehrt 
(s. Abb. 3). Bereits bei 
Pu 7 liegt die Fallungs- 
temperatur des Karpfen- 
myogens iiber der des 
Kaninchenmyogens; _ bei 
Px 5,4 ist das Kaninchen- 
myogen infolge seiner 
hohen positiven Ladung 
durch Hitze iiberhaupt 
nicht fallbar, wahrend sich 
beim Karpfenmyogen selbst 
bei py 4,7 der Flockungs- 
beginn erst bis auf 64° 
erhéht hat. Es scheint also 

6 
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die Ladung des Myogenkations beim Fisch viel langsamer, die des 
Myogenanions viel rascher anzusteigen als beim Sauger. Dagegen ist 
beiden Kurven der Koagulationstemperatur wieder gemeinsam die Eigen- 
+°C 


100 
MUU 





40 +- _t\ re —4 4 _ + - 


ttt $+ LB} tt 
} | Borteg | | 
ot Witsoe | i. + +i 4+ 
vero 
ie a Boe ° Abb. 3. Untere Grenze der Hitze- 
| f lockung von Myogen in Abhangig- 
keit vom py. Fisch, 
—-—-— Sauger; Ordinate: Tempe- 
ratur; Abszisse: p,,; x und 0jVer- 
suchspunkte verschiedener Prapa- 
rate; (+), (—) kathodische und 
anodische Wanderung; I.P. iso- 
elektrischer Punkt. 





























tiimlichkeit, daB das Minimum der Fallungstemperatur etwa 0,3 im py 
saurer liegt als der isoelektrische Punkt ‘des Myogens ‘und seiner hitze- 
denaturierten Flocken. ; 

Dies beruht auf einer beiden Myogenen gemeinsamen Labilitatserschei- 
nung — der sog. ,,Entionisierungsfallung‘‘. Warum bei solchen Koagula- 
tionsversuchen die Bedingungen der ,,Entionisierungsfallung“‘ gerade un- 
mittelbar auf der sauren Seite des isoelektrischen Punktes gegeben sind, 
ist von H. H. Weer am Kaninchen analysiert)!. 

Auch beim Karpfenmyogen 1aBt sich die Entionisierungsfallung un- 
mittelbar nachweisen: Karpfenmyogen gibt, wenn es nach Ansduerung 
auf py 2,65 oder Alkalisierung auf py 11 in den isoelektrischen py-Bereich 
zuriickgebracht wird, eine Flockung, die ihren isoelektrischen Punkt eben- 
falls bei py 6 zeigt (vgl. exper. Teil, Tab. V). 

Gemeinsam ist auch beiden Myogenen die Labilitatserscheinung, die 
am frithesten die Aufmerksamkeit der Forschung auf sich zog, die Spontan- 
denaturierung im isoelektrischen Bereich, die Myogenfibrinbildung O. 
von Firtus; auch das Karpfenmyogen triibt sich in salzarmen Lésungen 
schon nach einstiindigem Stehen im Bereich von pg 5 bis iiber py 7 hin- 
aus. Das Maximum dieser Fallung liegt infolge einer Uberlagerung durch 
die Entionisierungsfallung zunachst nicht am isoelektrischen Punkt, sondern 
um 0,1 bis 0,2 im py saurer — wie beim Sauger! (Vgl. exper. Teil, Tab. IV.) 

Die Myogenfraktion des Sdugetieres besteht aus zwei monodispersen 
EiweiBkérpern mit der Sedimentationskonstanten S,)~ 7,6 und 5,0”. 

1 WesBer H.H.:: Biochem. Zeitschr. 158, 443 (1925). ® GRALEN M.: Bioch. Journ. 


33, 1342 (1939). Deutiicke H. J.: Hoppe-Seylers Zeitschr. f. Physiol. Chemie 
224, 216 (1934). — Scoram™M G., Weber H. H., Kolloid-Zeitschr. 100, 242 (1942). 
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Beim Karpfenmyogen ergab ein orientierender Versuch ebenfalls zwei 
Sedimentationskonstanten, deren eine, > 5, mit der Sedimentations- 
konstanten von 7,6 identisch sein kénnte, und deren andere offenbar 
von sehr nieder-molekularem Eiweif stammend — etwa 1~—2 betrug. Die- 
selben Sedimentationskonstanten von 1 bis 2 und 7,6 fand DEuTICKE im 
PreBsaft des Frosches. 

Das Myogen des Fisches zeigt gewisse Unterschiede gegeniiber dem 
Myogen der Saugetiere (elektrische Ladung, wahrscheinlich auch Sedi- 
mentationskonstanten), ist aber trotzdem nicht einfach ein Muskelalbumin, 
sondern ein Myogen mit typischen Sondereigenschaften dieser Eiweib- 
klasse: spez. Drehung, schnelle Spontandenaturierung, irreversible Disso- 
ziation in zum Teil unlésliche Komponenten schon bei schwach saurer 
Reaktion und infolgedessen Entionisierungsfallung. 


Anhang. 
Das Myoproteidproblem. 


Gerade beim Fisch glaubte Orto von Firtu? einen weiteren EiweiBkérper 
- das Myoproteid — gefunden zu haben, der bei neutraler Reaktion auch bei 
100° C nicht flockte, sondern erst bei stark essigsaurer Reaktion. Das Flockungs- 
optimum ist dann von WOHLIscH? bei etwa p,, 3,3 gefunden — und zwar nicht 
nur beim Fisch, sondern auch bei Frosch und Saugetier. Auch aus sauredenatu- 
rierten Lésungen von Saéugermyogen gelang es, ein albuminahnliches Protein 
anzureichern, dessen I. P. je nach der Vorbehandlung zwischen py 4,5 und 3,0 
lag (E. C. Bate Smitu?). Es handelt sich also bei der Frage nach der besonderen 
Natur des Myoproteids nicht um ein besonderes Problem des Fischmuskels, son- 
dern des Wirbeltiermuskels allgemein. Es ]aBt sich aber gerade beim Fisch gut 
zeigen, daB die Realitaét dieses EiweiBkérpers als eines genuinen und physiolo- 
gischen Proteins bereits ein Problem ist: Je nach der Art der Vorbereitung lassen 
sich Flockungsoptima nicht nur bei py, 3,3, sondern von p,, 2 bis Py 4 erzielen. 
Es wird hierbei gleichzeitig erstmalig kataphoretisch festgestellt, da diese 
Flockungsoptima jeweils einem isoelektrischen Punkt der Flocken entsprechen 
(vgl. exper. Teil, Tab. VI und Tab. VII). Es ist schon durch diese Inkonstanz 
wahrscheinlich und beim Sauger auch anderweitig belegt, daB es sich bei den 
sog. Myoproteidfallungen um Denaturierungs- und Dissoziationsprodukte des 
Myogens handelt?. 


Experimenteller Teil. 
Untersuchungstechnik. 


Die Verfahren, die zur Charakterisierung der EiweiSfraktionen ver- 
wendet wurden, sind folgende: 

Bestimmung der Eiweifkonzentration nach KjELDAHL, Halbmikroverfahren, 
Selenkatalysator, Vorlage und Titration "/,)-"/;, Saure und Lauge, Stickstoff- 


1 Arch. f. d. exper. Pathol. u. Pharmakol. 36, 231 (1895). ® WOHLISCH u. 
ScHRIEVER: Zeitschr. f. Biol. 83, 278 (1925). * Proceedings of the Royal Society 
London 124, 136 (1937). * ScHRAMM, WEBER: Unverdffentl. Versuche. 
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menge im Einzelversuch 4-15 mg, Doppelversuche mit zwei verschiedene: 
Mengen an N. 
Py Bestimmung: Elektrisch mit U-Elektrode nach L. Micnagtis! (1-2 cen 


Fassung). Colorimentrisch: mit Nitrophenolen nach MicHae.is! in sehr pufter- 
armer AuBenlésung der Dialyse gegebenenfalls mit Bromkresolpurpur bzw. 
Bromthymolblau. 

Die Molaritdét der Extrakte wurde durch Bestimmung der spez. Leit 
fahigkeit kontrolliert. Wenn mit 0,6 m KCl-Lésung (gleichzeitig 0,05 m 
NaHCO,) extrahiert wurde, so enthielt die Lésung auBer dem KCI prak 
tisch nur noch eine gewisse Menge Kaliumphosphat aus dem Muskel. 
Der Phosphatgehalt des Muskels wurde einmal aus der Gefrierpunkts- 
depression des Karpfenmuskels? berechnet, unter der Annahme, daf 
Muskelfasern an Salzen praktisch nur Kaliumphosphat enthalten, und 
zweitens aus der Aschenanalyse’. Beide Verfahren ergaben denselben Wert 
einer Phosphatmolaritat des Muskelfleisches von 0,072. Je nach dem 
Mischungsverhaltnis von Muskel und Extraktionslésung ergaben sich 
dann fiir den Extrakt nur 2 bis 3% der Gesamtmolaritat als Molaritit 
des Phosphats. Da auBerdem die molare Leitfahigkeit des primaren Phos- 
phats ungefahr um ebensoviel niedriger ist gegeniiber KCl, wie die des 
sekundaren Phosphats dariiber liegt, wurde die gefundene spez. Leit- 
fahigkeit des Extraktes so in Molaritat umgerechnet, als wenn sie aus 
schlieBlich auf KCl beruhte. Infolgedessen wurde auch die Ionenstirke 
der Molaritat gleichgesetzt. 

Die Stréimungsdoppelbrechung wurde mit einer kleinen Zocherpipette* (fiir 
etwa 2 ccm) mit Gipsrot I kontrolliert. Der Grad der Stromungsdoppelbrechung 
wurde nach der Interferenzfarbe des Strahles beurteilt. Ebenso wurden von allen 
myosinhaltigen Praparaten Faden nach WeBeER® gespritzt. 

Die Viscosimetrie fand bei 29° bzw. 25° C im elektrisch geheizten 
Thermostaten statt. Als relative Viscositat (7) ist das Verhaltnis der inne- 
ren Reibung der Eiwei®lésung zur Reibung einer gleichartigen eiweil}- 
freien Salzlésung angegeben. Um verschiedene und verschieden konzen- 
trierte Lésungen vergleichen zu kénnen, sind die Viscositaten von Lésungen 
beliebiger Konzentration mit Hilfe der Arrheniusformel (Log. 7) =k - c) 
auf die Viscositat einer 1% Lésung umgerechnet (7/ 1%). Da Viscosimeter, 
die bis zu Drucken von 1 m turbulenzfrei waren, im Kriege nicht beschafft 
werden konnten, war es notwendig, die Geschwindigkeitsminderung durch 
Wirbelbildung mit Hilfe eines Eichverfahrens graphisch auszuschalten. 
Denn diese Geschwindigkeitsminderung ist fiir die schneller laufende 
Salzlésung und die langsamer laufende EiweiBlésung verschieden grof. 
Es wurden deshalb von den benutzten Viscosimetern Geschwindigkeits- 


1 Prakt. d. physik. Chemie 1930. ? ScnuLz u. Kriicer: Handb. d. vergleich. 
Physiol. v. Winterstein, I, 1294, Tab. XXXIILb. *% Discne: Tab. E, Tabulae 
biologicae III, S. 447. * Freunpiicn H., Tamecuina I. V. u. Zocner H.: 
Zeitschr. f. wiss. Photogr. 95, 102 (1930). 5 Ergebn. d. Physiol. u. exper. 
Pharmak. 36, 109 (1933). 
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Druck-Diagramme angelegt — und zwar fiir Wasser (vgl. Abb. 4): Die 
gerade Linie gibt die Durchlaufsgeschwindigkeit des Wassers (reziproke 
Durchlaufszeit) in Abhangigkeit von Drucken unter der Voraussetzung 
rein laminarer Strémung. Die von dieser geraden Linie bei hdheren 
Drucken abzweigende gekriimmte Linie gibt die gefundenen durch 
Wirbelbildung gebremsten Geschwindigkeiten. Es wird nun so gerechnet, 
als ob die Wassergeschwindigkeit eine unge- 
bremste Geschwindigkeit sei, d. h. als ob zum 
Druck p, die Geschwindigkeit v, gehére. Um = 
nun die Geschwindigkeit v, zu ermitteln, die 
die EiweiBlésung ohne Wirbelbildung gehabt 
hatte, wurde zunachst der Druck (p,) aufge- 
sucht, unter dem Wasser dieselbe Geschwindig- 
keit (v,) gehabt hatte, die die EiweiSlésung 
unter dem hohen Druck (p,) tatsachlich hatte. uv, oe 
D.h. man geht von dem Abszissenpunkt v2 app. 4. Die Berichtigung von 1, 
senkrecht hoch bis zu dem Schnittpunkt mit bei, Turbulenz im, Viscosimeter, 


Ordinate: Druck; Abszisse: Stré- 


der gefundenen Kurve der Wassergeschwindig- mungsgeschwindigkeit; Stré- 
‘ z ih r : - “ mungsgeschwindigkeit des Wassers 
keit. Die Hohe dieser Ordinate ist gleich pg. gefunden; -—-—— Stromungsge- 
ie . ~ F ‘. ‘ ‘ x schwindigkeit bei laminarer Stré- 
Ware die Geschwindigkeit nicht durch Wirbel octess mung. 


gebremst, so ware sie unter dem Druck p, aber 
nicht gleich v, sondern gleich der auf der Geraden liegenden Geschwindig- 


Any 








Rz 














. v z. 1 P = ‘ . 
keit vs. oa w= 4 = W (to — = Durchlaufszeit). Wenn es sich um Salz- 
3 1 


lésungen handelte, wurde der angegebene Wasserwert schlieBlich noch 
mit der relativen Viscositat der betreffenden Salzlésung multipliziert. 

Die Kataphorese erfolgte in der mikroskopischen Kammer nach L. Micuae.is!. 

Die Quellungsbestimmungen erfolgten gravimetrisch im Zentrifugenglas. Ent- 
weder wurden gleiche Volumina einer Myosinstammlésung in eine Reihe von 
Zentrifugenglasern gegeben, in denen das Myosin in hochverdiinnten Puffer- 
lésungen quantitativ ausfiel (Sulfosalicylsiureprobe im abgegossenen Zentri- 
fugat). Der Zentrifugenniederschlag wurde nach Abtropfen des Uberstehenden 
zusammen mit dem Glas gewogen, dann das Leergewicht des Glases abgezogen. 
Oder aber: es wurde statt dessen eine wasserige Suspension durch Verdtinnung 
gefallten und mehrfach gewaschenen Myosins auf die Zentrifugenglaser mit der 
Pufferlésung verteilt. 

Die Fallungen wurden in Reagensglasern im Reihenversuch mit abgestuftem 
Py beobachtet. Soweit es sich um Beobachtung der Hitzekoagulation handelte, 
fand die Erwarmung der Reihen im elektrisch geheizten Wasserbad mit Motor- 
rihrung statt. Die Temperaturen wurden im Wasserbad und im Reagensglas 
gemessen, Erwarmungsgeschwindigkeit und Dauer der Warmeeinwirkung notiert. 

Die spez. Drehung wurde im groBen Polarisationsapparat von ScamipTt und 
Haenscu bei frisch filtriertem’ Myogen bestimmt. Infolge der auBerordentlich 
raschen Triibung hochdialysierter Myogenlésungen durch Myogenfibrinbildung 


1 Prakt. d. physikal. Chemie 1930. 
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und ihrer starken Licht- 
absorption ist es not- 
wendig, statt des Dezi- 
meterrohres ein Rohr von 
5 cm Lange zu verwenden 

Extraktion und Frak- 
tionterung: Die  Fische 
wurden durch Dekapitie- 
rung getotet, am Schwanz 
hangend kurz entblutet, 
gehautet und das Fleisch 
prapariert. 

Dann wurde ein Teil 
mit Fleischmaschine oder 
Latapie hergestellten Mus- 
kelbreies entweder mit dem 
gleichen Volumen von 
Aqua bidest, oder RINGER- 
Lésung, oder aber mit dem 
4-6fachen Volumen 0,6 m 
KC] in 0,05 m Bicarbonat 
geschiittelt. In KCl wurde 
eine halbe bis zwei Stun- 
den extrahiert (vgl. Tab. 
VIII), in Aqua _bidest. 
bzw. R1InGER-Lésung 
wechselte die Extraktions- 
dauer zwischen einer und 
24 Stunden. Muskelfleisch 
und Extrakt wurden dann 
durch Zentrifugieren — bei 
zu hoher Viscositat (KCI- 
Extrakt) einmal unter 
ATP-Zusatz, einmal nach 
Verdiinnung — getrennt. 

Die Ionenstarke des KCI- 
Extraktes wurde durch 
Dialyse in Schlauchen von 
KALLE u. Co. gegen pas- 
send verdiinnte KClI-L6- 
sung schrittweise vermin- 
dert. RinGer- oder Aqua 
bidest.-Extrakte wurden 
von vornherein’ gegen 
Aqua bidest. dialysiert. 

Wahrend der Dialyse 
wurden alle  Extrakte 
saurer, etwa bis py, 6, im 
Einzelfalle bis p,, 7. Das 
Myosin fiel sehr bald und 
infolgedessen immer noch 
bei py = 7 aus. Die p,- 


0,4 eben purpur 
eben orange 
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Werte bei weiterer Fortsetzung der Dialyse sind in Tab. I angegeben, in der 
auch die weiteren Fallungen unterhalb der Ionenstarke 0,2 p nach Menge und 
Eigenschaften ihrer Lésungen verzeichnet sind 

Diese Lésungen wurden aus dem Niederschlag durch Aufschiitteln mit dem 
0,05—5fachen Volumen 0,6 m KCI-Lésung oder Bikarbonatlésung hergestellt. Die 
Lésung der Niederschlage war in allen Fallen unvollstandig. Das gleiche gilt fiir 
die Globulin-X-Niederschlage des RinGER- bzw. Aqua bidest.-Extraktes. 


Tabelle Il. Jsoelektrischer Punkt des Globulin X. 





1, 2. 3. | 4. 


5 Sulfosalycyl- 
0,2 ccm EiweiB- | = tite | 
Isg. + 9,8 ccm Pu Spontan- Praag mary Kataphorese der 


m/100 Acetat- gemessen' flockung Spontanilockung Flocken 
puffer von Py nach 24 Stdn. 





Globulin X aus Extrakt ~o,6u I. 
5,0 ++ | + kathodisch 
<5,4p +++ keine anodisch 
6,1 p TS | + anodisch 
6,9p A » 
>7,0p sa 
|. >7,0p wh 


Globulin X aus Extrakt ~ 0,6 II. 


4,7 aa keine 

5,07 +4 keine kathodisch 

5.4 p 

5,03 el } +++ keine schwach anodisch 
5,52 ++ | keine anodisch 

5,7p a 3 anodisch 

6,1 p | | ie ae 


Globulin X aus Extrakt ~o,1 u 


4,42 el | +4 kathodisch 
468el | ++} kathodisch 
5,02 el +o ae kathodisch 
5,36 el ++ | anodisch 

5,87 el | anodisch 

6,38 el nicht geflockt 


| { x. 


1 x u. f= Messungen mit y-Dinitrophenol bzw. g-Nitrophenol, el = elek- 
trische Messung mit der Gaskette. 


Tab. I zeigt, daB die letzten Spuren von Str6mungsdoppelbrechung der 
Niederschlage etwa bei 0,2 aufhdren; daB die Niederschlagsbildung 
zwischen 0,05 2 und 0,005 w zwar nicht ganz aufhért wie beim Sauger, aber 
doch ganz spurenhaft wird, daB sie unterhalb 0,005 w wieder anwichst. 
Es ist unzweifelhaft, daB oberhalb 0,24. Myosin und unterhalb 0,005 u 
Globulin X ausfallt. Es kann nicht entschieden werden, ob die 2 oder 3% 
des Niederschlag-X, die zwischen 0,2 und 0,1» ausfallen, denaturiertes 
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Myosin oder verhiltnismaBig unlédsliches Globulin X sind; zumal di: 
Reaktion dieser KCl-Dialysate etwa pq 6,3 betragt statt py 7 wie bein 
Sauger; denn die Léslichkeit des Globulin X nimmt in verdiinnter Salz 
lésung nach py 5 hin (I.P.) steil ab. 

Isoelektrische Punkte: 

Der isoelektrische Punkt des Globulin X liegt bei py 5,0, wenn de: 
EiweiBkérper aus KC] Extrakt durch Dialyse auf u > 9,66: 10-4 gefiallt 
ist (Glob. X I), ebenso wenn er gefallt ist bei py 5,2 und 0,04 w (Glob. X II), 
oder wenn er aus dem Niederschlag eines salzarmen Extraktes von py 6,4 
> 86-10% stammt (vgl. Tab. I]). Die Einheitlichkeit der Praparate 
ergibt sich aus der Vollstandigkeit der Fallung in der Umgebung des 
isoelektrischen Punktes (vgl. Spalte 4 der Tab. II). 


Tabelle III. /soelektrischer Punkt des Myogens bei Hitzefallung. 


1, 2. | 3, ‘ 4, } 5. | 6. 
0,5 ccm Sulfosalycyl- | 
EiweiBlsg. . Hitze- | siurefillung | 
+ 24,5 cem Pu ae yard | flockung | im Filtrat der Kataphorese 
m/100 Puffer | semessen' | bei 50°C? —-Hitzefiillung 
von Py nach 24 Stdn. 








Myogen aus Extrakt ~ 0,6 u. 


} 
5.42 keine 1 ++ Sa 
5,72 keine | +++ | kathodisch 
592 | keine ++4++-+ kathodisch 


1 

| 

! 
6,22 keine +++ a anodisch 
6,4 2p keine | ++ + | | anodisch 


Myogen aus Extrakt ~o,1 uv I. 


eo Oe pe: ae 
5,72 el | | eae al + | kathodisch 
6,08 el keine | ++++/ + | | schwach kathod. 
6,21 el | keine +++ {;, ++ | anodisch 
6,45 el keine | ++ [ee 


Myogen aus Extrakt ~o,1 uw II. 


2 5.44 | keine + ie hak 
5,5 5,70el | keine | ++++ + | kathodisch 


5,8 6,08el | keine | ++++4+ + kathodisch 


6,14 6,21 el | keine shh teh anodisch 


6,44 6,45 el | keine 4.4. oft anodisch 
Myogen aus Extrakt ~o,1 pv III. 


5,2 | §,31 el keine ve she she + 


555 5,67el | keine | + + + |} +| | kathodisch 
5,8 6,00 el keine §=++++/) + 
6,14 | 6,21 el keine ++4 ++ | | anodisch 


6,44 | 6,45el | keine | ++ | +44 | 


Siehe Tabelle B. ? 10 Min. in Wasserbad von 50° C, davon 7 Min. auf 50° C. 
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Der isoelekrische Punkt des Myogens ist derselbe (bei py ~ 6,1), gleich- 
giiltig, ob es sich um das Eiweif handelt, das im 0,6 m KCI-Extrakt nach 
Dialyse und Ansauerung auf py 5,2 (0,04 w) in Lésung bleibt oder aber um 
wasserlésliche Albumine aus salzarmen Extrakten verschiedener Behand- 
lung. Myogen I blieb in Lésung bei einer Dialyse bis zu 2 = 8 «1075 und 
Pu 5,8, Myogen II ist gegen ™/19 999 Standardacetat bis zu einer Leitfahig- 
keit # = 5,6 - 1075 und py 5,0 weiterdialysiert, Myogen III ist bei Dialyse 
gegen "/, 9999 Standardacetat auf py 5,0 und anschlieBender Dialyse 
gegen ™/19999 Natriumbicarbonat auf py 5,95 in Lésung geblieben (vgl. 
Tab. III). 

Wie beim Siauger, geniigt ein Erwarmen von 10 Min. auf 50° auch am 
isoelektrischen Punkt noch nicht, um das Myogen ganz vollstandig zu 
fallen (vgl. Spalte 5, Tab. III). 

Die Spontandenaturierung des Myogens: Wie beim Sauger bildet sich 
bei einem py, der ein wenig saurer ist als der isoelektrische Punkt, ein in 
™/,99 Pufferlésung nur sehr wenig lésliches, bei 40° ausfallendes Myogen- 
fibrin, wie sich aus dem Vergleich mit der Flockungsintensitéat und dem 
Flockungsoptimum bei 50° ergibt (vgl. Tab. IV). 

Die Entionisierungsfallung des Myogens ist durch Tab. V belegt, die ohne 
weiteres verstandlich ist. 


Tabelle IV. Spontandenaturierung des Myogens. 





1. 2. 3. 4. 5. 
0,2 cem EiweiB- Flockung d. Fil- . - 
Ing. + 9,8 com Pr Flockung trats von 3; Binyey bel 50" C 
m/100 Puffer | gemessen! nach 1 Stde. 5 Min. bei 50° C , exwizmt 
VON Py erwirmt 





3,86 3,9 % Hauch Hauch Hauch 
4,7 
4,97 
5,1 ¥ 
5.42 


5,6 p 
5,65 p 
5,8 
6,0p 
6,32 
6,6p 


7,0m Hauch 


1 Siehe Tabelle B. « u. m = «-Dinitrophenol bzw. m-Nitrophenol. 


Es ist seit langem bekannt (O. von Firta, H. H. Weser, Woutiscu, E. C. 
Bate SmitH), daB man aufer den beschriebenen isoelektrischen Punkten und 
Flockungszonen noch weitere isoelektrische Punkte und Flockungszonen aus 
MuskelpreBsaften und besonders aus dialysiertem Muskelprefsaft, d.h. aus 
Myogenlésung, gewinnen kann. Die Inkonstanz dieser Flockungsoptima ist be- 
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Tabelle V. Entionisierungsfallung des Myogens. 
a) Myogen nach Ansauerung mit HCl b) Myogen nach Alkalisierung mit 
Pate 2°9 naires Pu ~ 11,2. 
0,4 ccm Eiweiblésung (m/200 HCl) 0,4 ccm Eiweiflésung (m/200 NaOH 
+ 5 ccm m/200 Puffer. + 5 ccm m/200 Puffer. 








Pu Flockung Pu 


‘ 5 Flockung 
gemessen gemessen 








5.1 ¥ | 5,32 el +4 
5:4 P 5,83 el ++ 
5,7 P | 4 . 6,15 el beast: 
5,8 p + 4 6,59 el + 
6,36 el tr - 6,72 el 

6,66 el 4 


1 Siehe Tabelle B. 


merkenswert. Wahrend Woutiscu fiir das Filtrat erhitzter PreBsafte den py 
des Optimums bei 3,3 fand, zeigt Tab. VI Flockungsoptimum und auch I. P. 
der Flocken solchen Filtrates ~ py, 4. BaTE Smitu fand beim Sauger als Riick- 


stand der Entionisierungsfallung nach Saurebehandlung Proteine mit isoelektri- 


Tabelle VI. Jsoelektrische Punkte des erhitzten Extraktes. 


Extrakt (~ 0,1) vorsichtig auf freier Flamme 5 Min. lang gekocht, filtriert, 
Filtrat auf die Pufferreihe verteilt: 0,5 ccm Filtrat + 4,5 ccm 0,1 m Puffer. 





Kataphorese in 
m/50 Puffer 


Puffer von Pu 


P gumnenen Spontanflockung 
H 





si 
=] 
® 


2,3 | 2,5 

2,66 | 2,9 
2,96 3,0 & 
3,26 | 3,2 @ 
3,56 3,6 o 
3,86 4,02x 
4,3 4,5.% 
4,6 5.0% 
5,8 6,22 


1 Siehe Tabelle D. 


kathodisch 
kathodisch 
kathodisch 
anodisch ? 


>—+++—— 5 


schen Punkten zwischen 4 und 5 sowie zwischen 3 und 3,5. Tab. VII zeigt, 
daB in ®/,, Pufferlosungen nach langerem Stehen und Erwarmen auf 30° C auch 
Flockungen bei p,, 2 und 2,3 auftreten. 

Da allen diesen Flocken denaturierende MaBnahmen (Hitze, Sauerung iiber 
die Stabilitatsgrenzen des Myogens hinaus) vorhergehen, muB es als zweifelhaft 
bezeichnet werden, ob hier Eiwei®k6rper sui generis vorliegen oder aber Dis- 
soziations- und Denaturierungsprodukte des Myogens. 

Die Viscositaten des Myosins, des Globulin X und des Myogens sind in Tab. XIII 
zusammengefaBt. Die Praparatbezeichnung ,, Myosin im Extrakt‘‘ bedeutet einen 
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Extrakt, der dadurch an Myosin angereichert war, daB das Myosin durch Dialyse 
gefallt, zusammenzentrifugiert und nach AbgieBen des Uberstehenden durch ge- 
sattigte KCl-Lésung wieder in Lésung gebracht worden war. Die iibrigen Ei- 
weiBk6érper sind in der Lésung des Niederschlages noch mit etwa 90% ihrer ur- 
spriinglichen Konzentration vorhanden, die Myosinkonzentration ist etwa auf 
das Doppelte erhéht. Die Untersuchung auf 7’ 1% des reinen EiweiBes erfolgte 
unter der Annahme, da8 in solchen Extrakten der minimale Viscositatsbeitrag 
der niedrig viscésen Proteine zu vernachlassigen sei, daB also die Viscositat des 
Extraktes allein auf der Viscositat des Myosins beruht. Die Tabelle zeigt, daB 


Tabelle VII. Flockungszonen in salzreicher, saurer Myogenlisung. 


Ringerextrakt gegen Acetatpuffer (m/300) dialysiert: py el 5,46. 





0,5 ccm Extrakt . 
‘ | Flockung Flockung 
Var ver a | ee nach 5 Stdn. bei 30° C 





2,0 keine keine + 
2,3 keine keine + | 
2,66 keine keine keine 
2,96 keine keine keine 
3,26 keine keine keine 
3,56 keine | 
3,86 keine | 
4,3 keine | | 
4,6 keine 4 
5,8 keine ot 


7 1% des Myosins mit abnehmender Extraktionsdauer sehr stark abnimmt; sie 
zeigt ferner, daB die Viscositat des Globulin X bei alkalischer Reaktion mit ab- 
nehmender Ionenstarke zunimmt; und sie zeigt schlieBlich das Viscositatsmini- 
mum des Myogens etwas zwischen p,, 5,8 und 6,6. Da bei Myogen in salzfreier 
Lésung gemessen wurde, ist dort statt der Ionenstarke die spez. Leitfahigkeit x 
angefiihrt. 

Tab. IX zeigt die Druckabhangigkeit der Myosinviscositaten und die 
Druckunabhiangigkeit der Viscositaét von Globulin X. 

Die Erniedrigung der Myosinviscositaét durch Adenosintriphosphat (ATP) 
ergibt sich aus Tab. X, die zeigt, daB in 0,6 m KCl bei py 6,25 der volle 
ATP Effekt bei einer Molaritét des ATP von 6,88 - 10~* oder einem Ver- 
haltnis von 4 mg ATP auf 26 mg EiweiB erreicht ist. 


Zusammenfassung. 


1. Wird Fischmuskelbrei mit bicarbonatgepufferter 0,6 m KCl-Lésung 
bei pq ~ 8 extrahiert, so gehen 3 EiweiBfraktionen in Lésung. 

2. Mit fortschreitender Dialyse fallt bei py 7 und einer Ionenstarke 
~ 0,24 m eine EiweiBfraktion aus, die sich durch Strémungsdoppel- 
brechung, hohe und anormale Viscositat, Verspinnbarkeit zu Faden, 
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Die MuskeleiweiBkérper des Fisches. 


Tabelle 1X. Druckabhangighkeit der Viscositat. 





n’ 1% von Ap = 130mm H,0 4p = 330 mm H,0 Ap = 342 mm H,0 





Pa eee 2,85 2 2,01 
Myosinim Extrakt . | 17,6 6, 14,55 
i eRe Area A ada 6,94 — 4,44 
Globulin X. ... . 1,46 1,47 1,44 


Tabelle X. Viscositat und ATP von Myosin bei Py 6,25. 





0,6 0,6 0,6 0,6 


1,72: 10-4 | 3,44°10~4 | 6,88- 10-4 = 1,38 10-3 


mg ATP 
mg EiweiB . . | 


7 1% ses ot OM 





Schwerléslichkeit, I. P. und Quellungsminimum bei pq 5,4, Sedimenta- 
tionskonstante und Adenosintriphosphatempfindlichkeit als Myosin, und 
zwar als schweres Myosin (Acto-Myosin SzEnt GyOrGyIs) erweist. 

3. Leichtes Myosin (= Myosin Szent GyOrGyIs) ist nicht nachweisbar. 

4. Das Fehlen des leichten Myosins mag auf einem andersartigen AT P- 
Haushalt des Fisches beruhen. Fiir die Annahme einer Verschiedenheit 
der Myosine von Fisch und Saugetier sind bis jetzt keine Griinde zu finden. 

5. Zwischen 0,2 und etwa o,o1 u werden ohne Fallungsliicken kleine 
Eiwei8mengen unléslich (etwa 3 bis 5% des Extrakt-X), deren Identitat 
nicht genau feststellbar ist. 

6. Unter 0,01 uw beginnt Eiweif auszufallen, das durch niedrige und nor- 
male Viscositat, einen I. P. bei pq 5, sowie die Besonderheiten seiner Lés- 
lichkeit sich als Globulin X erweist. Die Fallung dieses EiweiBes bleibt bei 
einem py ~ 6 auch bei Dialyse bis zu vollstandiger Salzfreiheit unvoll- 
standig. 

7. Dasselbe EiweiB findet sich auch in RinGer-Extrakten und Exktrakten 
ahnlicher Ionenstirke. 

8. Wird dieses EiweiB aus KCI oder RinGer-Etrakten zwischen py 5,0 
und 5,5 vollstandig gefallt, so bleibt eine Albuminfraktion in Lésung. Sie 
zeigt wie das Saugermyogen die typische niedrige Viscositit von Albumin- 
lésungen. Sie hat mit dem Saugermyogen gemeinsam die unverhiltnis- 
maBig rasche Spontandenaturierung, die Entionisierungsfallung, die spezi- 
fische Drehung bei py 6 wie bei py 2,5 und die Labilitat in saurer Lésung. 
Sie ist also als Myogen anzusprechen. 
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g. Sie unterscheidet sich von Séugermyogen durch die Lage des iso 
elektrischen Punktes bei py 6,1, durch einen raschen Anstieg der Flockungs 
temperatur auf der alkalischen Seite des isoelektrischen Punktes und einen 
langsamen Anstieg auf seiner sauren Seite. Die Lage des I. P. und vielleicht 
auch die GréBe der Sedimentationskonstanten entsprechen mehr den Ver 
haltnissen beim Frosch. 


10. Denaturierungs- und Flockungsversuche an RinGer-Extrakten und 
Myogenlésung geben Anhaltspunkte fiir die Vermutung, daB das sog. 
Myoproteid aus Dissoziationsprodukten des Myogenmolekiils besteht. 


Herrn Professor Dr. H. H. Weber bin ich fiir die Anregung zu dieser 


Arbeit und die Beratung bei ihrer Durchfiithrung zu groBem Dank ver 
pflichtet. 





Weitere Studien zur Entstehung des 
Seidenraupenpolyedervirus ohne Virusinfektion. 


Von 
Kazuo YAMAFUJI und TEIGEN CHo. 


(Aus dem Agrikulturchemischen Institut 


der Kaiserlichen Universitat in Fukuoka, Japan.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


(Eingegangen am 16. Dezember 1944.) 


Die Vorstellung, daB bei der Bildung des Virusmolekiils das in der Zelle 
ungespalten gebliebene Wasserstoffperoxyd die Polymerisation des Nucleo- 
proteins hervorruft, konnte bereits durch unsere bisherigen Untersuchun- 
gen, vor allem durch die Versuche mit Hydroxylamin, fast einwandfrei be- 
statigt werden. Im Laufe der diesbeziiglichen Experimente haben wir aber 
gefunden, daB es unter den verwandten Seidenraupenrassen einige gibt, 
bei denen durch Hydroxylaminfiitterung keine Viruskrankheit erzeugt 
wird. Es wurde in der vorliegenden Arbeit versucht, durch Erniedrigung 
der hydroperoxydzersetzenden Wirksamkeit im Gewebe auf irgendeine Art 
bei solchen Rassen eine Viruserkrankung zu bewirken. Zunachst wurde 
gepriift, ob durch Anderung der Verfiitterungsweise des Hydroxylamins 
eine Viruskrankheit hervorgebracht werden kann. Dies war erfolglos. Nach 
einer Reihe von Vorversuchen haben wir nun festgestellt, daB diese Raupen 
dann eine Polyederviruskrankheit bekommen, wenn sie nach einer voran- 
gehenden Erwirmung mit dem Amin behandelt wurden. Desgleichen, 
wenn aus lange Zeit bei niedriger Temperatur aufbewahrten Eiern aus- 
geschliipfte Raupen mit dem genannten Gift behandelt wurden. Bei der- 
artig starken Seidenraupenrassen wird durch Erhitzung der Raupenkorper 
oder Abkiihlung der Eier allein keine Erkrankung herbeigefiihrt. Aus die- 
sen Ergebnissen kénnen wir schlieBen, daB bei der Entstehung des Virus 
das Nucleoprotein vor der Polymerisation bis zum gewissen Grade dena- 
turiert werden muB. 

Normales Nucleoprotein — Denaturiertes Nucleoprotein 
—» Polymerisiertes Nucleoprotein — Virusmolekiil. 

Ist der Grad der Katalaseverminderung groB und die Widerstandsfahig- 

keit des ProtoplasmaeiweiBes gering, so ruft das dabei iiberschiissig ge- 





96 Kazuo YAMAFuJI und TEeIGEN Cuno: 


bildete Wasserstoffperoxyd die beiden Vorginge, die Denaturierung un! 
Polymerisation des EiweiBkérpers, hervor. Fiir das Nucleoproteid vo 

hoherer Stabilitat scheint ein kriaftigerer Reiz notwendig zu sein, um die [i 
weiBdenaturierung zu veranlassen. In diesem Falle beteiligt sich das Hydr« 
peroxyd vorwiegend am PolymerisationsprozeB im darauffolgenden St: 
dium der Virusentstehung. DaB im allgemeinen Peroxyde als Polymeris: 
tionskatalysatoren wirken k6énnen, ist aus der Literatur ersichtlich, so we: 

den z. B. bei der Synthese von kiinstlichen Harzen oder Gummi in den 
meisten Fallen organische sowie anorganische Peroxydverbindungen ein 

schlieBlich des Wasserstoffperoxydes als Katalysatoren benutzt. Obwohl ¢. 
noch nicht klar ist, ob verschiedene biologische hochmolekulare Substanzen 
in der Zelle auf ganz gleiche Weise wie bei den oben erwihnten Stoffen 

bildet werden, konnten wir friiher nachweisen, daB unter der katalytischen 
Wirkung des Hydroperoxyds EiweiBriesenmolekiile in den lebendigen Or 
ganismen entstehen [1]. Wie wir schon damals gezeigt hatten, bilden aber 
die polymerisierten EiweiBk6érper nicht immer Virusproteine. Diese Er 
klarung des Mechanismus der Neubildung des Virusmolekiils gilt auch fiir 
die Vermehrung des Virus durch Infektion. Ein eingedrungenes Virusmole 
kiil wirkt auf das Nucleoprotein anfangs denaturierend und dann polymer 

sierend. Es ist zweifellos, daB bei diesen Prozessen ebenfalls das Wasser 

stoffperoxyd eine wichtige Rolle spielt; denn wie von uns berichtet wurd: 
[2, 3, 4], vermégen die Viren die Katalasewirkung der lebenden Zelle be 


deutend zu hemmen und ferner bei der Vermehrung die Katalase in ihren 
Molekiilen einzuschlieBen. ; 


‘ 


In der vorliegenden Arbeit haben wir uns vorgenommen, den Befund, 
daB durch Zugabe einer Hydroxylaminlésung zu pflanzlichen-oder tieri 
schen Geweben ihre hydroperoxydspaltende Aktivitat betrachtlich ernied 
rigt wird [5] und bei Hydroxylaminverfiitterung an Seidenspinnerraupen 
Polyedervirus produziert wird, noch eingehender zu verfolgen. Zu diesem 
Zwecke wurden nunmehr einige andere Seidenraupenrassen als Versuchs 
materialien gewahlt, als die friiher verwendeten. Keine Krankheitssym 
ptome traten z. B. bei den Versuchen der Rasse Banseiaburako x China 109 
auf, trotzdem sie in der beschriebenen Weise [5] mit n/25 Hydroxylamin 
hydrochlorid gefiittert wurde. Wir nahmen an, da® dieses Resultat daraut 
beruht, daB die hierbei benutzte Seidenraupe eine gréBere Widerstands- 
kraft gegen Hydroxylamin sowie Hydroperoxyd besitzt. Deshalb wurden 
dann den Raupen zu jeder Fiitterungszeit mit n/12 bzw. n/8 Aminlésung 
benetzte Maulbeerblatter gegeben. Unter etwa hundert Individuen er- 
krankten dabei nur einige an der Polyederkrankheit. Wahrend bei der Ver 
fiitterung von n/25 Hydroxylamin keine Wachtumshinderung beobachtet 
wurde, fand bei der von n/12 oder n/8 Amin eine ziemliche Verzégerung 
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statt. Da unserer Ansicht nach fiir die experimentelle Erzeugung der 
Viruskrankheit ein besonders stark heranwachsendes Gewebe ndtig ist, 
muBten wir diesen ungiinstigen EinfluB’des Giftes zu vermeiden suchen 
und haben die eine Gruppe jeden Tag einmal mit n/8 Hydroxy- 
laminhydrochloridlésung und die andere einmal in zwei Tagen mit n/4 
Aminlésung gefiittert. In den iibrigen Zeiten wurden die Maulbeer- 
blatter allein gegeben. Unter diesen Bedingungen erfolgte, wie erwartet, 
fast keine Wachstumsverzégerung, aber eine deutliche Katalasehemmung 


(Tabelle I). 
Tabelle I. 





Tage nach der 


Behandlung Behandlung 


10 15 





Mit n/8 Hydroxylamin 111 
Relative Atmungsintensitat jj Mit n/4 ‘ 115 
Ohne "i 100 
| Mit n/8 Hydroxylamin 67 
Relative Katalaseaktivitat Mit n/4 3 56 

| Ohne i 100 








Die Raupen bekamen trotz einer solchen kraftigen Verminderung der 
hydroperoxydzerlegenden Fahigkeit keine Viruskrankheit. Es scheint sehr 
bemerkenswert, daB ein Insekt einer starken Erniedrigung des _ katalati- 
schen Enzyms und damit einem voriibergehenden Aufenthalt von Wasser- 
stoffperoxyd in seinem K6rper widersteht und ein anscheinend normales 
Leben fiihrt. Es wurde angenommen, daB bei den derartig widerstands- 
fahigen Raupen das ProtoplasmaeiweiB in ihren Geweben bis zu einem 
gewissen Grade denaturiert werden muB, bevor es zu einer Verkettung 
unter Bildung des Virusmolekiils kommt. Nach unseren bisherigen For- 
schungsergebnissen findet durch die Einwirkung von Hydroperoxyd allein 
bereits eine gewisse EiweiBdenaturierung in der Zelle statt. Als ein noch 
starkerer Reiz kam Erwarmung in Betracht; denn wir haben friiher ge- 
funden, daB durch dieses Mittel eine Polyedererkrankung beim Seiden- 
spinner bewirkt wird [6]. Eine groBe Anzahl von Raupen wurden in einen 
Kolben gebracht, 10 Min. in einem Wasserbad von 45° erhitzt und dann 
mit gewohniichen Maulbeerblattern gefiittert. Einer anderen Raupen- 
gruppe wurden taglich einmal mit n/8 Hydroxylaminlésung angefeuchtete 
Blatter gegeben, nachdem sie in der eben beschriebenen Weise erwarmt 
worden war. Da selbst nach 10 Tagen Erkrankungsanzeichen nicht be- 
obachtet wurden, wurden die beiden Gruppen noch einmal 15 Min. 
in einem Bad von 47° gehalten. Von dieser Zeit an wurde eine n/4 
Hydroxylaminhydrochloridlésung anstatt einer n/8 Aminlésung ange- 
wendet. Bei den doppelt behandelten Larven ergibt sich eine kraftigere 


Biochemische Zeitschrift, Bd. 318. 7 
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Katalaseverringerung als bei den nur einmal erwarmten (Tabelle II); erst 
8 Tage nach der zweiten Doppelbehandlung sind viruskranke Raupen 
vorhanden (Abb. 1). ; . 

Bei der hier benutzen Seidenraupenrasse wird also weder durch Erhit- 
zung noch durch Aminversorgung die Polyederkrankheit erzeugt. Eine 
relative Verminderung der Katalasewirkung und auch eine Anhaufung von 
Wasserstoffperoxyd im Gewebe kénnen aber in gewissem Umfang sogar 
durch die Warmebehandlung hervorgerufen werden. Die Hydroperoxyd- 


Abb. 1. Durch Erwarmung und Hydroxylaminfiitterung viruserkrankte Raupe. 


menge ist hierbei aber wahrscheinlich nicht geniigend, um die in der ersten 
Stufe der Virusbildung notwendige EiweiBdenaturierung im Raupenkérper 
herbeizufiihren. Die Warme wirkt als solches Denaturierungsmittel. Das 
Symptombild der Polyederkrankheit ist, wie wiederholt mitgeteilt wurde 
[5, 6], sehr spezifisch und diese ist infolgedessen leicht von anderen Krank- 


Tabelle 11. 





Tage nach der ersten 


Behandlung 11 15 Zahl der 


virus- 
erkrankten 
Raupen 
in % 


Relative 


Relative Relative Relative 
Behandlung Atmungs- Katalase- | Atmungs- Katalase- 
intensitat aktivitat intensitat aktivitat 





Mit’ Warme allein ... 97 74 103 87 oO 
Mit Warme und Hydro- 

xylamin pow Ga 
Ohne Behandlung .. . 100 100 100 100 oO 


62 110 66 30 











heiten zu unterscheiden. Zum Beispiel ist die Haut der kranken Raupe etwas 
zusammengeschrumpft (Abb. 1). Vorsichtshalber haben wir ferner die Viru- 
lenz gepriift. Die viruserkrankte Larve wurde mit Quarzsand zerrieben, 
mit einer groBen Menge Wasser versetzt und darauf zentrifugiert. Die L6- 
sung wurde sodann mit Hilfe eines Ultrafilters, Berkefeld W, filtriert und 
unter die Haut gesunder Larven eingespritzt. Alle so injizierten Larven 
wurden nach einer bestimmten Inkubationszeit von der betreffenden Virus- 
krankheit befallen. 
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II. 


Fir die Bildung der Virusmolekiile im Raupenkérper der in den oben 
angegebenen Versuchen verwendeten Rasse war es unerlaBlich, die Raupe 
vor der Hydroxylaminfiitterung zu erwarmen, wahrend bei der in der vori- 
gen Arbeit [5] benutzten Seidenraupenrasse die Virusbildung durch Ein- 
wirkung des Hydroxylamins allein hervorgebracht werden konnte. Es war 
dann aufzuklaren, ob dieser Unterschied der Widerstandsfahigkeit gegen 
Erkrankung zwischen den beiden Rassen ihrer angeborenen Anlage zu- 
zuschreiben ist, ob fiir ein Hervorrufen der zur Virusentstehung giinstigen 
Denaturierung des Nucleoproteins auch andere Reizmittel als Erhitzung 
wirksam sind und ferner ob derartige Denaturierungsmittel tatsachlich 
gerade vor dem Polymerisationsvorgang der EiweiBmolekiile in der Zelle 
angewandt werden miissen. Zur Beantwortung dieser Fragen haben wir 
versuchsweise die Eier der gegen die Viruskrankheit widerstandsfahigsten 
Rasse, Banseiaburako X China 109, gekiihlt. Das Seidenraupenei wird 
selbst bei der gewOhnlichen Ziichtung eine Zeitlang in einem Schrank 
von bestimmter niedriger Temperatur aufbewahrt. In der vorliegenden 
Untersuchung wurden die Eier ungefahr 4 Monate linger gekiihlt als 
bei den iiblichen Zuchtbedingungen, und zwar auf eine etwas tiefere 
Temperatur. Die so etwa bei o® aufbewahrten Eier wurden bebriitet und 
die ausgekrochenen Raupen nach der zweiten Hautung teils 10 Min. 
auf 47° erhitzt und teils taglich einmal mit n/8 Hydroxylamin gefiittert. 
Nach einigen Tagen starb die Mehrzahl der behandelten Raupen an der 
Polyederkrankheit (Tab. III). 


Tabelle IIT. 





Behandlung 
Ohne Behandlung 


mit Warme | mit Hydroxylamin 





Zahl der viruserkrankten Rau- 
WE MA a ghee ee ee 60 oO 








Das Virusprotein wurde also im Raupenkorper einer Rasse gebildet, die 
eigentlich eine groBe Widerstandskraft gegen Viruserkrankung durch Er- 
warmung oder Hydroxylaminwirkung besitzt. Dies ist wahrscheinlich dar- 
auf zuriickzufiihren, daB durch die im Eistadium erfolgte Reizung diese 
Widerstandsfahigkeit verringert wurde. Die erzeugten Symptome wurden, 
wie gewohnlich, genau gepriift und dabei als die fiir die Viruskrankheit 
typischen erkannt, z. B. das Auftreten von Polyederkérpern im Blute der 
erkrankten Raupe (Abb. 2). 

Nach unserer Vorstellung ist bei der Neubildung sowie Vermehrung der 
Viren eine vorbereitende Denaturierung der Nucleoproteine notwendig, die 
nicht immer kurz vor dem PolymerisationsprozeB hervorgerufen werden 

7* 
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muB, wie wir gezeigt haben. Es ist bemerkenswert, daB die Wirkung c 
auf das Ei erfolgten Reizes sich noch im Raupenstadium zeigt. Die Emp 
findlichkeit des ProtoplasmaeiweiBes im Raupenkérper gegen Wasser 
stoffperoxyd kann vielleicht durch die Abkiihlung des Eies erhéht werden 


Abb. 2. Polyederkérper im Blut der durch 
Hydroxylaminfiitterung viruserkrankten Raupe. 


Es besteht also die Méglichkeit zur experimentellen Erzeugung von Virus- 
krankheiten bei pflanzlichen sowie tierischen Geweben, wenn man Mittel 
anwendet, die in den betreffenden Zellen eine Denaturierung der Nucleo- 
proteine sowie eine Polymerisation der denaturierten Proteinmolekiile zu 


bewirken vermégen. 
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Auf Grund unserer Atmungstheorie haben wir auch eine Hypothese iiber 
die Virusbildung in der lebenden Zelle vorgeschlagen. Obwohl diese An- 
nahme durch die Experimente am Seidenspinner vollkommen bewiesen 
wurde, ist es uns noch nicht gelungen, eine pflanzliche Viruserkrankung 
ohne Virusimpfung entstehen zu lassen. Unter Beriicksichtigung der Tat- 
sache, daB der Tabak verhaltnismaBig leicht von einer Mosaikkrankheit 
befallen wird, wurde in der vorliegenden Arbeit versucht, unter Anwendung 
verschiedener Reizmittel eine Neubildung von Virusmolekiilen in dieser 
Pflanze hervorzurufen. Unserer Ansicht nach mu8 bei der Entstehung 
sowie Vermehrung des Virus anfangs eine Denaturierung der normalen 
niedermolekularen Nukleoproteine und sodann eine Polymerisation der de- 
naturierten Proteine erfolgen. Durch friihere Untersuchungen wurde wahr- 
scheinlich gemacht, daB die beiden Vorginge durch Erwarmung der leben- 
den Organismen unter den giinstigsten Bedingungen [1, 2, 3] bewirkt wer- 
den kénnen. Wir haben deshalb zuerst untersucht, ob durch Erhitzung der 
Tabakpflanze eine Viruserkrankung hervorgebracht wird. Dabei wurde 
gefunden, daB nach einer wiederholten milden Erwarmung ein Mosaikbild 
auf den Blattern auftritt. Da nach unserer Vorstellung bei der Virus- 
entstehung das Wasserstoffperoxyd eine wesentliche Rolle spielt, haben wir 
dann die Wirkung desselben oder von Hydroxylamin auf die Erkrankung 
gepriift. Wird der Tabak mit einer verdiinnten Lésung dieser Reagenzien 
behandelt, so werden ahnliche Mosaikflecken wie bei der erhitzten Pflanze 
produziert. Die Infektionsfahigkeit des Saftes aus dem so erkrankten Tabak 
scheint sehr gering zu sein. Um die gleiche Mosaikerkrankung auf einer 
gesunden Tabakpflanze herbeizufiihren, sind mehrmalige Uberimpfungen 
notwendig. Wenn man beabsichtigt, die Kontagiositat einer solchen Krank- 
heit mit Hilfe der Propfung nachzuweisen, so muB man ein nicht erkrank- 
tes Impfreis auf eine kranke Unterlage aufpfropfen. Wird dagegen ein Mo- 
saikblatt als Reis verwendet, so ist es schwer, auf der gesunden Unterlage- 
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pflanze eine Gesamterkrankung hervorzurufen. Im allgemeinen wird di 
Scheckung in den neu entwickelten Blattern erzeugt. Die kiinstlich gebil- 
deten mosaikartigen Symptome erléschen unter Umstanden allmahlich, 
Die einmal krank gewordene Pflanze enthalt aber selbst nach dem Ve: 
schwinden der Krankheitszeichen ein Ansteckungsgift; auf den Zuwachs.- 
blattern des scheinbar wiederhergestellten Tabaks wird wieder dasselbe 
Symptommuster wie vor der Genesung gebildet, wenn ihm etwa die Halfte 
der Blatter abgepfliickt wurde. Die katalatische Wirksamkeit des Mosaik 
blattes ist, wie gemaB unserer Arbeitshypothese erwartet wird, geringer als 
diejenige des gewohnlichen Blattes. 

Diese Befunde zeigen, daB durch Behandlung mit Warme, Wasserstoff- 
peroxyd oder Hydroxylamin ein infektidses Prinzip im Pflanzenkérper ge- 
bildet werden kann. Die Infektionsfahigkeit des hier entstandenen Agens 
ist wahrscheinlich im Vergleich zu den sonstigen Viren ziemlich klein. Viel- 
leicht beruht dies zum Teil darauf, daB der durch dergleichen Mittel erzielte 
Grad der EiweiBpolymerisation noch zu niedrig ist, um die anderen nor- 
malen Proteinmolekiile in der Zelle geniigend stark anzugreifen. Es be- 
steht andererseits die Méglichkeit, daB die unter den von uns gewahlten 
Versuchsbedingungen erfolgte Denaturierungsweise der EiweiBk6rper un 
befriedigend war; denn nach unserer Anschauung miissen die Nukleopro- 
teine vor der Polymerisation richtiggehend denaturiert werden [3]. Wir sind 
der Meinung, da8 entsprechend der Veranderung der Bestandteile im Zell- 
inhalt und dem Denaturierungsgrad derselben verschiedene Arten des 
Virus entstehen. Die im darauffolgenden Polymerisationsstadium erreich- 
bare Molekulargr6Be ist vermutlich von der Natur der denaturierten Eiwei8- 
stoffe abhingig. Es wird angenommen, daB8 bei der unter Einwirkung von 
Hitze, Peroxyd oder Amin stattgefundenen Bildung von Tabakmosaik so- 
wohl die Denaturierung des ProtoplasmaeiweiBes wie seine Polymerisa- 
tion hauptsachlich durch das im Gewebe angehiaufte Wasserstoffperoxyd 
bewirkt wurden. Das Ergebnis, daB trotz der Verschiedenheit der ange 
wandten Reizungen stets das gleiche Muster produziert wurde, wird durch 
die Annahme erklart, daB solche Symptombildung stets durch einen und 
denselben Faktor veranlaBt wurde. 

Im AnschluB an unsere friiheren Untersuchungen [1, 2, 4] iiber dic 
kiinstliche Entstehung von Viren haben wir in der gegenwartigen Arbeit 
wegen der geringen Widerstandsfahigkeit gegen Viruskrankheiten und der 
groBen Wachstumsgeschwindigkeit Tabakpflanzen benutzt und zuniichst 
Erwarmungsversuche ausgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden die Pflanzen 
in einem sonnigen Zimmer unter gleichen Umweltverhaltnissen aufgezogen. 
Die hierbei verwandte Erde wurde vorher durch Erhitzen sterilisiert und 
dann in die Blumentépfe gebracht. Eine groBe Anzahl Tabakpflanzen wur- 
den in zahlreiche Gruppen geteilt, unter verschiedenen Bedingungen er- 
warmt und beobachtet auf Wachstumsverzégerung durch Warme, Ver- 
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inderung der Farbt6énung der Blatter. Wenn die jungen Pflanzen eine 
Stunde in einem Thermostaten von 4o bis 45° gehalten werden, so tritt nach 
einer bestimmten Inkubationszeit auf dem Blatt ein mosaikartiges Muster 
auf. Dabei mu8B aber zur Mosaikerzeugung die Erwarmung in einem 
Zwischenraum von 2 bis 3 Tagen einigemal wiederholt werden. Die 
Symptombildung erfolgt im allgemeinen auf den stark heranwachsen- 
den Blattern. Das Muster ist bei Nicotiana glutinosa von dem oben be- 
schriebenen, bei Nicotiana tabacum (Abb. 1) ganz verschieden; bei der 


Abb. 1. Mosaikbild auf Nico- Abb. 2. Einzelherde auf Nicotiana 
tiana tabacum. glutinosa. 


Erhitzung des Glutinosatabaks entstehen wie bei den anderen be- 
kannten Tabakmosaikviren einzeln liegende Einzelherde (Abb. 2). Die 
Zahl der so erkrankten Pflanzen betrug in den meisten Fallen iiber die 
Halfte der behandelten. 

Nach unserer Meinung wirkt bei der Bildung der EiweiBriesenmolekiile 
in der Zelle das Wasserstoffperoxyd als Polymerisationskatalysator, 
deshalb muBte im Mosaikblatt eine Katalaseerniedrigung auftreten. 
Zur Bestatigung dieser Annahme wurden die Katalase und Atmung 
der kranken Blatter im Vergleich zu derjenigen der gesunden ermittelt 
(Tabelle I). 


Tabelle I. 





Nicotiana tabacum Nicotiana glutinosa 


Krankes Gesundes Krankes Gesundes 
Blatt Blatt Blatt Blatt 





Relative Katalaseaktivitatt .... 86 100 110 100 
Relative Atmungsintensitéat . . . . 100 127 100 
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Da das hydroperoxydspaltende Vermégen der Mosaikpflanze gréBer |. 
als das der normalen Pflanze, so wird eine noch starkere Steigerung «-: 
Atmungsintensitat beim erkrankten Pflanzenkérper beobachtet. Infoly:- 
dessen ergibt sich im scheckigen Blatt eine relative Katalasehemmung, als) 
eine Wasserstoffperoxydanhaufung. 


II. 


Wenn die Erzeugung des in den obenerwahnten Versuchen aufgefunde- 
nen Mosaiks als Ergebnis der Einwirkung des durch Erhitzen im Gewele 
angehauften Wasserstoffperoxydes auf das ChloroplasteneiweiB betrachtet 
werden kann, so wird angenommen, daB sowohl durch direktes Besprengen 
mit einer Hydroperoxydlésung wie auch durch die bei der Hydroxylaniin 
wirkung erfolgte Katalaseverringerung ebenfalls eine gleiche Krankheit 
herbeigefiihrt werden muB. Unter dieser Voraussetzung haben wir auf 
eine Pflanzengruppe eine n/20 Wasserstoffperoxydlésung und auf eine 
andere eine n/z00 Hydroxylaminhydrochloridlésung mit Hilfe eines Zer 
stiubungsapparates aufgebracht, sowie eine groéBere Menge dieser Lésun- 
gen auch auf die Erde gegossen. Die Pflanzen wurden alle 3-4 Tage aut 
diese Weise behandelt. Nach mehrmaliger Behandlung wurden auf den 
Zuwachsbiattern ahnliche Krankheitssymptome wie beim erwarmten Tabak 
erzeugt. Der Prozentsatz der hier erhaltenen Mosaikpflanzen ist etwas ge 
ringer als bei Erwarmung. Im allgemeinen ist iiberdies die Inkubationszeit 
bei der Hitzebehandlung bedeutend kleiner als bei der Behandlung mit 
Hydroperoxyd oder Hydroxylamin. Dies beruht wahrscheinlich auf dem 
Unterschied der Wirkungsweise der angewandten Mittel. Bei der Einwir- 
kung der in diesem Versuch benutzten chemischen Reagenzien werden mut- 
maBlich Denaturierung sowie Polymerisation der Plasmaproteine vorwie 
gend durch das Wasserstoffperoxyd bewirkt, wahrend in der erhitzten 
Pflanze mdglicherweise die EiweiBpolymerisation durch Hydroperoxyd- 
wirkung erst stattfindet, wenn die betreffenden Eiwei®kérper bereits durch 
die kombinierte Wirkung von Peroxyd und Hitze denaturiert worden waren. 
Hierbei wirkt die Warme, unserer oben angegebenen Arbeitshypothese 
entsprechend, auf die Entstehung des fiir die Schadigung des Chlorophy|! 
komplexes verantwortlichen Wirkstoffes beschleunigend. Es ist dazu zu 
bemerken, daB es fiir die kiinstliche Produktion des Mosaikbildes notig ist, 
die behandelten Pflanzen in einer beinahe gleichen Geschwindigkeit wic 
die Kontrollpflanzen wachsen zu lassen. Wurde der Tabak mit einer zu 
konzentrierten Hydroxylaminlésung behandelt, dann wird das Pflanzen 
wachstum betrachtlich gehindert, war hingegen die Konzentration der 
Aminlésung zu niedrig, so wurde dasselbe sogar etwas beférdert. Im letzten 
Falle dient vielleicht das Amin als Stickstoffdiinger. 

Fir die Erzeugung derartiger Krankheitssymptome scheinen die Um- 
weltbedingungen im Spatsommer und Herbst giinstiger zu sein als die in 
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den anderen Jahreszeiten. Im Spatherbst wird unter bestimmten Bedin- 
gungen ein ahnliches Muster ohne Behandlungen spontan gebildet. Solch 
cine Erscheinung ist jedoch von groBer Seltenheit. Dies ist wahrscheinlich 
darauf zuriickzufiihren, daB durch irgendwelche auBeren Faktoren die 
Katalase im Blatt einigermaBen gehemmt wurde. 


Ill. 


Wie oben beschrieben, konnten wir nun ohne Verimpfen von Virussub- 
stanzen durch kiinstliche Mittel eine Bildung einer Art von Mosaik auf den 
Tabakblattern hervorrufen. Um festzustellen, ob die beobachtete Scheckung 
in der Tat auf der Wirkung der Virusmolekiile beruht, ist es noch notwen- 
dig, zu untersuchen, ob auf der mit Saft aus dem erkrankten Blatt beimpf- 
ten Pflanze dasselbe Symptombild auftritt. Der PreBsaft der Mosaikblitter 
wurde mit Wasser verdiinnt, etwa zweimal wéchentlich auf junge Pflan- 
zen verimpft und dies mehrere Male wiederholt. Bei den an Nicotiana ta- 
bacum angestellten Versuchen wurde beobachtet, da®B ungefahr die halbe 
Zahl der auf diese Weise beimpften Pflanzen einer gleichen Krankheit ver- 
fallt. Im Gegensatz zu den gewoéhnlichen Tabakmosaikviren war es nicht 
mdglich, durch eine nur einmalige Beimpfung die Infektionsfahigkeit sicher 
nachzuweisen. Da wir also bei den Impfungsexperimenten hinsichtlich des 
Ansteckungsvermégens des erhaltenen Mosaiktabaks nicht so deutliche 
Resultate gewinnen konnten, haben wir dann einige Pfropfungsversuche 
ausgefiihrt. Dabei wurde gefunden, daB die Ubertragung des mosaikerre- 
genden Wirkkérpers vom erkrankten Gewebe zum gesunden nur dann mit 
Sicherheit stattfindet, wenn das normale Reis auf die kranke Unterlage 
aufgepfropft wurde, wahrend dies bei Pfropfung des Mosaikreises auf die 
gesunde Pflanze nicht eindeutig gezeigt werden konnte. Dies beruht wahr- 
scheinlich darauf, daB dieser Krankheitserreger seine Wirkung hauptsach- 
lich auf die kraftig wachsenden jungen Blatter ausiibt. Die beobachteten 
Tatsachen erschienen uns als Beweis fiir eine Ansteckungsfahigkeit nicht hin- 
zureichen, deshalb haben wir versuchsweise Mosaikpflanzen in den frisch 
sterilisierten Boden umgepflanzt. Unter zusagenden Bedingungen erfolgte 
oft ein allmahliges Verschwinden des mosaikartigen Musters. Nach dem 
fast vollstandigen Verschwinden der Scheckung wurde ein Teil der Pflan- 
zen mehrmals in der oben beschriebenen Weise auf 40° erhitzt und dann 
die Mehrzahl der Blatter abgeschnitten. Dem anderen Teil wurden ohne 
Erhitzen die Blatter weggeschnitten. Dabei konnten wir beobachten, dab 
nach einigen Tagen wieder ein Mosaikmuster auf den von der Krankheit 
genesenen Tabakpflanzen erzeugt wird. Diese Erscheinung zeigt, daB in 
den mit Hitze, Hydroperoxyd oder Hydroxylamin behandelten Pflanzen- 
zellen ein spezifischer Wirkkérper entstanden ist, der eine Mosaikerkran- 
kung herbeifiihrt. Aus diesem Befund ist auch zu entnehmen, da die Bil- 
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dung, Verringerung und Vermehrung des Wirkstoffes zu den Veranderu: 
gen der Kohlensaureassimilation des betreffenden ganzen Pflanzenk6: 
pers in enger Beziehung stehen. Es bedarf noch einer Reihe von Beweisen. 
um einwandfrei festzustellen, daB durch die von uns angewendeten Rei, 
mittel wirklich in der Gewebezelle Virusprotein neu gebildet wird; in 
dessen ist bemerkenswert, daB ein Ahnliches Mosaikmuster wie bei den 
gewohnlichen Viruskrankheiten ohne Infektion der Viren produziert wurd: 
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Nach unserer Hypothese kann die Bildung des Virusproteins in der 
lebenden Zelle folgenderweise formuliert werden [1]: 
Normales Nucleoprotein —- Denaturiertes Nucleoprotein 
— Polymerisiertes Nucleoprotein — Virusmolekiil. 
In beiden Prozessen — Denaturierung und Polymerisation — spielt Hydro- 
peroxyd eine wichtige Rolle. Dieses Peroxyd kann nach unserer Atmungs- 
theorie im Gewebe auf folgende Weise gebildet werden [2]. 


: J ©ytochrom — Grenzflache,, 
Wasserstoffdonator — : S— Sauerstoff. 
Ps Grenzflache / 


Wird das Gleichgewicht zwischen dem Sauerstoffverbrauch und der Hydro- 
peroxydspaltung gestért, so erfolgt unter Umstanden eine Anhaufung des 
Peroxydes in der Gewebszelle. Das hier angehaufte Wasserstoffperoxyd 
vermag die Neubildung von Virusmolekiilen zu beschleunigen und wir 
haben festgestellt, daB absichtlich durch Erniedrigung der Katalasewirkung 
der lebendigen Organismen eine Virusbildung herbeigefiihrt wird [1]. Auf 
Grund dieser Tatsachen ist anzunehmen, daB die Entstehung sowie Ver- 
mehrung des Virus wenigstens bis zu einem gewissen Grade gehemmt wer- 
den kénnen, wenn die Katalase in der Zelle unter physiologischen Verhilt- 
nissen verstarkt wird. Es scheint aber sehr schwierig zu sein, die katalati- 
sche Wirksamkeit des Protoplasmas zu erhéhen, ohne daB man das Zell- 
geschehen schadigt. Wir haben dariiber noch keine Literatur. Obwohl die 
hydroperoxydzersetzende Fahigkeit der lebenden Zelle durch Warme, 
Licht oder Narkotica bedeutend gesteigert wird, findet hierbei zugleich 
eine Stérung der normalen Lebensvorginge statt [3]. In der vorliegenden 
Arbeit haben wir deshalb versuchsweise einige Fiitterungsexperimente mit 
Katalasekristallen ausgefiihrt. Zunachst wurden den vorher erwarmten 
Seidenraupen mit einer Katalaselésung benetzte Maulbeerblatter gegeben. 
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Dabei wurde gefunden, daB die Zahl der viruserkrankten Larven bei de) 
Gruppe, die nur erhitzt worden war, betrachtlich gréBer ist, als bei de: 
jenigen, welche nach der Erwirmung mit dem Enzym gefiittert wurd 
Dann haben wir mit Hydroxylamin gefiitterte Seidenraupen mit dem Kati 
lasepraparat gefiittert. Es ergab sich bei diesem Versuch, daB die Katalas. 
die Viruserkrankung durch Hydroxylaminfiitterung ebenfalls gewisser 
maBen verhindert. SchlieBlich wurden an Raupen zuerst Polyedervirus 
protein und dann mit einer Lésung der Katalase-Abbauprodukte befeuch 
tete Blatter verfiittert. In dieser letzten Versuchsreihe wurde beobachtet. 
daB auch die Haminkomponente des katalatischen Enzyms auf die Ent 
stehung des Seidenraupenpolyedervirus eine hemmende Wirkung ausiibt 
Alle hier erhaltenen Ergebnisse zeigen deutlich, daB der Viruskrankheit 
der Seidenraupen durch Verfiitterung von reiner Katalase einigermaBen 
vorgebeugt werden kann. Das Katalasepraparat wird im Verdauungsappa 
rat gespalten und wahrscheinlich die prosthetische Gruppe in der Hamin 
form und der Proteinteil als niedrigere Spaltprodukte absorbiert. Es er 
scheint uns gegenwartig noch unméglich, genau zu ermitteln, wieviel von 
der gefiitterten Enzymmenge nach der Zerlegung durch die Darmwand 
durchgeht und. ob die absorbierten eisenhaltigen Verbindungen wieder in 
der Gewebezelle bis zu den urspriinglichen Katalasemolekiilen resyntheti 
siert werden. Wir haben zwar stets die hydroperoxydzersetzende Tatigkeit 
der mit Katalase gefiitterten Larven bestimmt, konnten jedoch keine deut- 
lichen Resultate gewinnen. Nach unserer Anschauung ist es aber nicht 
immer unerlaBlich, die Katalaseaktivitat der Zelle zu steigern, um eine 
Bildung des Virusproteins zu verhindern. Wenn die ins Gewebe eingebrach 
ten Eisenverbindungen auf irgendeine Weise als Sauerstoffaktivator zu 
wirken vermdéchten, so entstande Wasser als Enderzeugnis der Sauerstoff 
atmung. Es ist bis jetzt noch unklar, ob die Hamatinkomponente der Kata 
lase im Protoplasma sich mit den spezifischen Proteinen, die die Ubertrager 
des Cytochromoxydase-Cytochromsystems bilden, verbinden und in der 
Form solcher Fermente den Luftsauerstoff aktivieren kann. Trotzdem be- 
steht die Méglichkeit, daB als Ergebnis der VergréBerung der Menge des 
Eisenporphyrins in der Zelle die Reaktionsrichtung, die das Wasserstoff- 
peroxyd gibt, nach dem obigen Schema zum Teil durch diejenige des Was 
sers ersetzt und infolgedessen der beférdernde EinfluB des Peroxydes aut 
die Virusentstehung vermindert wird. Bei den diesmaligen Experimenten 
konnten wir jedoch eine Viruserkrankung durch die Katalasefiitterung 
nicht véllig verhiiten. Dies wird dadurch erklart, da8 das Hydroperoxyd, 
wie aus unserer Theorie ersichtlich ist, gewohnlich nur in wenigen Fallen 
eine Proteindenaturierung hervorbringt. Wiirde die Natur des Plasma- 
eiweiBes durch sonstige Mittel verindert, dann ware das unter normalen 
physiologischen Bedingungen gebildete Wasserstoffperoxyd imstande, den 
denaturierten EiweiBkérper zu polymerisieren. Das Hydroperoxyd kann 





Vorbeugung gegen Viruskrankheit durch Katalase. 109 


also nicht immer alle fiir die Virusbildung notwendigen Prozesse bewirken 
und folglich wird selbstverstandlich die vorbeugende Wirkung der Kata- 
lase auf die Viruskrankheit in gewissem Umfange begrenzt. Immerhin 
wurde unsere Arbeitshypothese iiber die Virusentstehung durch das in der 
vorliegenden Untersuchung erhaltene Gesamtresultat gestiitzt. Da diese 
Hypothese, wie wiederholt angegeben, sich auf unsere bisherigen Versuche 
iiber die biologische Oxydation griindet, konnte auch die Richtigkeit der 
von uns vorgeschlagenen Atmungstheorie indirekt durch diese Befunde 
weiter bestatigt werden. 


I. 


In den vorangehenden Abhandlungen wurde berichtet, daB die Seiden- 
raupe durch eine maBige Erwarmung einer Polyederviruskrankheit ver- 
fallt und dabei eine Katalaseverminderung in ihrem Korper erfolgt [1]. 
Wenn die Katalase, wie wir angenommen haben, tatsachlich eine verhiitende 
Wirkung gegen Viruskrankheiten besaBe, so miiBte eine derartige Erkran- 
kung durch Katalasefiitterung verhindert werden. Raupen der Rasse (Ja- 
pan 115 X Japan 12 < China 108) wurden nach der zweiten Hautung in 
zwei Gruppen geteilt. Die erste Raupengruppe wurde 10 Min. in einem 
Thermostaten von 45° gehalten und danach mit reinem Wasser benetzte 
Maulbeerblatter gegeben. Die zweite wurde mit Blattern, die mit einer 
wasserigen Katalaselésung befeuchtet wurden, ernahrt, nachdem sie in 


der eben angegebenen Weise erhitzt worden war. Das katalatische Enzym 
wurde aus der Ochsenleber nach der Methode von KitaGawa und SHIRA- 
KAWA [4] in kristallinischer Form isoliert. K. f. des erhaltenen Praparates 


war 24650 und in 1 ccm der verwandten Lésung waren 0,062 mg Stickstoff 
enthalten. Die Atmungsintensitat und Katalaseaktivitat der Raupen wurden 
nach dem friiher mitgeteilten Verfahren [1] bestimmt. 


Tabelle TI. 





Gruppe 1 2 





Relative Atmungsintensitat ........4..24.-. 100 97 
Relative. Katalaseaktivitat ... 2... 52 2 ee 103 
Zahl der viruserkrankten Raupen in %....... 68 31 





Die hydroperoxydspaltende Fahigkeit der Raupe wird, wie Tabelle I 
zeigt, selbst nach der Fiitterung mit der Leberkatalase nicht erheblich ge- 
steigert. Das Auftreten der Polyederkrankheit konnte aber dabei stark ge- 
hindert werden. 


Il. 


In dieser Versuchsreihe wurde ferner im Anschlu8 an unsere friiheren 
Untersuchungen die hindernde Wirkung des Ochsenleber-Katalaseprapa- 
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rates auf eine Viruserkrankung durch Hydroxylamin gepriift. Die ers: 
Raupengruppe wurde taglich einmal mit Maulbeerblattern gefiittert, di, 
vorher in eine n/8 Hydroxylaminhydrochloridlésung eingetaucht worden 
waren. Einer zweiten Gruppe wurde auBerdem zu jeder Fiitterungszeit mi: 
einer Katalaselésung benetzte Blatter gegeben. Die Enzymlésung enthie|: 
hierbei 0,041 mg Stickstoff in 1 ccm. 


Tabelle 11. 





Gruppe | 2 





Relative Atmungsintensitat.......%.....0.45. 100 96 
SCIMtEVE AURINSCONAIVIURG os 6 ee RS 100 101 
Zah] der viruserkrankten Raupen in %....... 41 23 





Das Hydroxylamin hat eine kraftige katalasehemmende Wirksamkeit. 
Infolgedessen kann, wie aus Tabelle II ersichtiich ist, die katalatische Ak 
tivitat des Raupenk6rpers durch die Katalasefiitterung fast nicht vergréBert 
werden. Die Viruserkrankung wurde jedoch auch in diesem Falle zum 
groBen Teil verhiitet. 


Ill. 


Das Katalasemolekiil wird natiirlich als solches nicht absorbiert; es er 
fahrt im Verdauungssaft eine milde Hydrolyse. Wir haben deshalb nun 
mehr die Katalase nach Spaltung verfiittert. Eine wasserige Katalase 
lésung, welche in 1 ccm 0,304 mg Stickstoff enthalt, wurde mit dem gleichen 
Volumen n/5 Salzsaure versetzt, 3 Stunden bei Zimmertemperatur stehen 
gelassen und dann mit einer verdiinnten Natriumhydroxydlésung neutrali 
siert. Seidenraupen wurden mit einer Polyedervirusproteinlésung injiziert. 
die hergestellt wurde, indem man 1 g viruskranke Raupen zerreibt, zun 
Brei 300 ccm Wasser hinzufiigt und die Suspension mit einem Bakterien 
filter filtriert. Die gespritzten Raupen wurden in zwei Gruppen abgeteilt; 
der ersten Gruppe wurden mit Wasser befeuchtete Maulbeerblatter und der 
zweiten die mit der obenerwahnten Katalaselésung benetzten Blatter ge 
geben. 

Da die Katalase vor der Absorption hydrolysiert werden muB, ist die vor 
beugende Wirkung dieses Enzyms gegen die Viruskrankheit wahrschein- 
lich auf die Haminkomponente desselben zuriickzufiihren. Diese Annahm« 
wurde durch die Versuche in Tabelle III bestatigt. DaB die Viruskrankheit 


Tabelle Ill. 





Gruppe 





Relative Atmungsintensitat . 
Relative Katalaseaktivitat sraticy 
Zahl der viruserkrankten Raupen in % 
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nicht vollkommen durch die Katalaseversorgung verhindert wird, beruht 
teilweise darauf, daB das verfiitterte Enzym erst dann seinen EinfluB aus- 
iibt, wenn die Eiweifstoffe im Zellplasma durch Hitze, Hydroxylamin, 
Wasserstoffperoxyd, Virusmolekiile usw. bereits bis zu einem gewissen 
Grade denaturiert wurden. Hierbei ist auch zu bemerken, daB die auf 
dem Maulbeerblatt zuriickgehaltene Fermentmenge duBerst gering ist und 
auBerdem nur ein Teil davon durch das Verdauungsorgan der Seidenraupe 
absorbiert wird. 
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Vor kurzem haben wir mitgeteilt, daB an den Zellgrenzflachen aktivierte 
Sauerstoffmolekiile direkt mit verschiedenen Wasserstoffdonatoren reagie- 
ren kénnen [1]. Um noch sicherer nachzuweisen, daB die tierische sowie 
pflanzliche Atmung wirklich nach dem von uns vorgeschlagenen Schema [2 
verlaufen, scheint es notwendig zu sein, eingehender zu untersuchen, ob 
ein kiirzlich von EULER [3] und GREEN [4] entdeckter Wasserstoffiibertri- 
ger, Diaphorase, tatsichlich in allen Fallen ohne Vermittlung des Cyto- 
chromsystems durch aktiven molekularen Sauerstoff oxydiert wird. Fiir 
diesbeziigliche Untersuchungen wurde friiher durch ZusammenstoB mit 
biologischen festen Oberflachen angeregter Luftsauerstoff auf das Reak- 
tionsgemisch einwirken gelassen [2]. Die metastabilen Sauerstoffmolekiile 
entstehen, wie wir berichtet haben [5], auch dann, wenn Luft den Licht- 
strahlen ausgesetzt wurde. In der vorliegenden Arbeit wurde daher die 
Wirkung des photochemisch erzeugten aktiven Sauerstoffes auf die Dia- 
phorase gepriift. Wir haben zunachst versucht, die Reaktionsfahigkeit der 
zur Erhéhung der Lichtwirkung zu benutzenden Sensibilisatoren zu stei- 
gern. Dann wurden physiologisch wichtige Lichtempfanger, wie Chloro- 
phyll oder Hamatoporphyrin, in verschiedenartigen Lésungsmitteln gelist, 
an Silikagelteilchen adsorbieren gelassen und die erhaltenen Adsorbate 
unter verschiedenen Bedingungen behandelt. Dabei ergab sich, daB man 
das am stirksten photosensibilisierende Praparat dann gewinnt, wenn man 
das Silikageladsorbat in Wasser suspendiert, in die Suspension Wasserstoff 
einleitet und darauf im Vakuum trocknet. Zur Priifung des Praparates 
wurde der EinfluB von durch eine Schicht dieses Adsorbates durchgelasse- 
ner Luft auf die Cytochromoxydase untersucht. Da dabei eine bedeutende 
Beschleunigung der Oxydasewirkung beobachtet wurde, wurden alsdann 
Versuche iiber die Wirkung der in der gleichen Weise aktivierten Sauer- 
stoffmolekiile auf eine Mischung von Milchsaiure, Lacticodehydrase, Co- 
zymase, Diaphorase, Cytochrom und Blausdure ausgefiihrt. In dieser Ver- 
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suchsreihe wurde gefunden, daB der bei der Belichtung entstandene meta- 
stabile Sauerstoff unmittelbar die Diaphorase dehydrieren kann. In den 
wertvollen Arbeiten von EULER und anderen ist aber gezeigt worden, daB 
das genannte wasserstoffiibertragende Enzym den Wasserstoff der Dihydro- 
cozymase auf das Cytochrom, jedoch nicht auf den Sauerstoff iibertragt 
(3, 4]. Die Diskrepanz zwischen den Befunden von EULER und den von 
uns kénnte dadurch erklart werden, da8 bei den Versuchen der europa- 
ischen Autoren inaktive Sauerstoffmolekiile ohne Bewegung, bei unseren 
dagegen aktivierte als Strom auf den Wasserstoffdonator einwirken gelas- 
sen wurden. Zur weiteren Bestitigung der direkten Beziehung der Dia- 
phorase zum metastabilen Sauerstoff haben wir nunmehr in der oben- 
erwahnten Reaktionskette der Milchsaureoxydation Hydroxylamin anstatt 
von Cyanid verwendet. Trotzdem dieses Amin, wie wir in den Oxydations- 
versuchen von Hydrochinon durch das Cytochromsystem festgestellt haben, 
die Fahigkeit besitzt, im allgemeinen den Valenzwechsel des Eisenatoms 
zu verhindern, wurde dabei beobachtet, daB8 in Gegenwart einer verhiltnis- 
maBig groBen Menge Hydroxylaminhydrochlorid eine ziemlich starke Oxy- 
dation der Milchsiure stattfindet. Aus diesen Ergebnissen kénnen wir 
schlieBen, daB das neue Dihydrocozymase dehydrierende Ferment, Dia- 
phorase, dann direkt mit dem Sauerstoffmolekiil reagiert, wenn dieses durch 
Licht oder Grenzflache aktiviert worden ist. 


I. 

Da im allgemeinen die Wirksamkeit eines Sensibilisators von seinem 
Oberflachenzustand abhiangig ist [2] und wir méglichst kraftige Katalysa- 
toren bendtigten, haben wir in dieser Untersuchung unter verschiedenen 
Bedingungen Adsorbate hergestellt. In der ersten Versuchsserie wurde eine 
itherische Chlorophyllésung, welche in der friiher mitgeteilten Weise [6] 
aus Zuckerrohrblattern bereitet wurde, mit Silikagelteilchen bestimmter 
KorngréBe vermengt und dann der Ather eingedampft. Dabei wurde ge- 
funden, da®B zur Herstellung eines stark aktiven Praparates das Adsorbat 
im Hochvakuum schnell getrocknet werden muB. Durch Erhitzen oder 
Stehenlassen in Luft wird die Wirksamkeit des Sensibilisators geschadigt. 
Das Sensibilisatoradsorbat wurde sodann in wenig Wasser suspendiert und 
in die Suspension kurze Zeit Wasserstoff, Stickstoff bzw. Kohlendioxyd ein- 
geleitet, um den im Silikagel zuriickgehaltenen Luftsauerstoff zu vertrei- 
ben. Das Praparat wurde im evakuierten Exsiccator getrocknet. Zur Be- 
stimmung der Starke bzw. der Menge der aktivierten Sauerstoffmolekiile 
wurde Luft unter Belichtung durch die Sensibilisatorschicht passieren ge- 
lassen und in die Hydrochinonlésung eingefiihrt. Ein Beispiel ist in Ta- 
belle I wiedergegeben. 

Die Hydrochinonoxydation wurde im wesentlichen nach der in den vori- 
gen Abhandlungen [5, 7] angegebenen Methode ausgefiihrt. Die Versuchs- 
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Tabelle J. 


Lichtquelle: 100-Watt-Lampe. Abstand vom Sensibilisator: 10 cm. Versuchs- 
dauer: 2 Stunden. Dicke der Sensibilisatorschicht: 1 cm. 





Wasser- + Kohlen- Ohne 
Behandelt mit stoff Stickatoff dioxyd = Behandlung 





| 
| 


nirO00: TMoeUat is ek ea 6,0 





Chinonmenge in ccm 
| 
| 


bedingungen wurden aber in bezug auf Bestrahlung, Reaktionsdauer, Tem- 
peratur usw. variiert. Bei diesen Experimenten wurde beobachtet, daf das 
mit Wasserstoff behandelte Chlorophyllsilikageladsorbat die héchste Wir- 
kung hat. In ahnlicher Weise wurden die Versuche auch mit Hamatopor- 
phyrin wiederholt und die gleichen Ergebnisse erhalten. Zur Gewinnung 
eines noch wirksameren Sensibilisatorpraparates haben wir Hamatopor 
phyrin in Natriumcarbonatlésung, Phosphatpuffer, Wasser und anderen 
Lésungsmitteln aufgenommen und darauf nach dem obenerwahnten Ver 
fahren Silikageladsorbate dargestellt. Dabei zeigte sich, daB das photo 
sensibilisierende Vermégen der Adsorbate durch den Unterschied der Lé- 
sungsmittel nicht bedeutend beeinfluBt wird. Weiterhin wurde unter Ver 
wendung von Eosin versucht, durch Veranderungen der Vorbehandlungs 
methode des Silikagels, der Konzentration des Sensibilisators, der Licht 
intensitaét und der iibrigen Verhaltnisse den Anregungsgrad der eingeleite 
ten Sauerstoffmolekiile weiter zu erhGhen. Auf Grund der hierbei gewon- 
nenen Resultate wurde die Darstellung des in den unten beschriebenen 
Versuchsreihen benutzten Sensibilisatorpraparates folgendermaBen durch- 
gefiihrt. 

20 mg Hamatopophyrin wurde in 5 ccm Wasser geloést, mit 10 g Silikagel- 
teilchen versetzt und hierauf in einem Exsiccator evakuiert. Das Hamatopor- 
phyrin-Silikageladsorbat wurde in 30 ccm Wasser suspendiert, 20 Min. mit ge- 
reinigtem Wasserstoff behandelt und wieder im Vakuum getrocknet, Zur Prii- 
fung der Reaktionsfahigkeit des so erhaltenen Praparates wurde eine Reaktions- 
mischung von 10 ccm m/10 Hydrochinonlésung und 0,1 ccm der aus Ochsenher- 
zen nach der Methode von Keitin und Hartree [8] hergestellten Cytochrom- 
oxydaselésung als Substrat verwendet. 


Tabelle 11, 
Lichtquelle: 200-Watt-Lampe. Versuchsdauer: 1 Stunde. 





Dicke des Hiimatoporphyrinadsorbates in cm 1 0 





Chinonmenge in ccm n/1000 Thiosulfat. ...... O49 oo 4- 16,4 





Die Oxydation des Hydrochinons durch Cytochromoxydase findet, wic 
Tabelle II zeigt, bei Einwirkung von photochemisch angeregtem Sauerstoff 
erheblich kraftiger statt als bei der von inaktivem. Wenn dabei Cytochrom 
c zugesetzt wird, so wird der Unterschied zwischen der mit bzw. ohne Sen 
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sibilisatoradsorbat oxydierten Hydrochinonmenge betrachtlich kleiner. Dies 
beruht wahrscheinlich darauf, daB infolge der Substrataktivierung die 
Chinonbildung leichter durch den nicht aktivierten Luftsauerstoff bewirkt 
wurde. 

Il. 


Unter den angewandten Versuchsbedingungen wurde der Luftsauerstoff 
ziemlich stark aktiviert, auch konnten wir die in der vorhergehenden Ar- 
beit [1] zum Teil untersuchten Beziehungen zwischen dem Cytochrom- 
system und dem aktiven molekularen Sauerstoff noch eingehender auf- 
klaren. Wir haben nunmehr die auf diese Weise angeregten Sauerstoffmole- 
kiile auf Diaphorase einwirken lassen. 


Tabelle ITI. 
Reaktionsgemisch: 2,0 ccm n/10 Milchsaure + 0,5 ccm Lacticodehydrase 
+ 0,1 ccm 0,5%ige Cozymaselésung + 0,5 ccm Diaphorase + 0,2 ccm n/10 
Kaliumcyanid. Versuchsdauer: 1 Stunde. 





Dicke des Himatoporphyrinadsorbates in cm 








Gespaltene Milchsdure in mg 


Die Darstellung der hierbei verwendeten Enzymlésung sowie Code- 
hydrase und die Bestimmung der Milchsaéure wurden nach den friiher be- 
schriebenen Verfahren [1] ausgefiihrt. Wie aus Tabelle III ersichtlich ist, 


findet in der dort angegebenen Reaktionskette eine Milchsauredehydrierung 
statt, trotzdem eine verhaltnismaBig groBe Menge Blausaure hinzugefiigt 
wurde. Die unter der Benutzung des bestrahlten Sensibilisators erfolgte De- 
hydrierung der Dihydrocodehydrase wurde dementsprechend durch den 
photochemisch aktivierten molekularen Sauerstoff bewirkt. 


Ill. 


Obwohl wir in den oben erwahnten Experimenten, bei denen zur Ver- 
hinderung der Cytochrom-Cytochromoxydase-Wirkung Cyanid verwandt 
wurde, eine direkte Reaktion zwischen der Cozymase und dem Sauerstoff- 
molekiil feststellen konnten, haben wir weiter eine diesbeziigliche Unter- 
suchung mit Hydroxylamin angestellt. Um vorsichtshalber zu priifen, ob 
das genannte Amin tatsichlich die Oxydationsfunktion des Cytochrom- 
systems im Organismus hemmt, wurde nun die Wirkung der Eisenver- 
bindungen von Herz und Leber auf Hydrochinon in Anwesenheit von 
Hydroxylaminhydrochlorid untersucht. 

Das bei den Versuchen in Tabelle IV verwandte Cytochromoxydase- 
praparat enthalt eine ziemliche Menge der drei Cytochromkomponenten. 
Untersuchungen wurden auch mit Brei aus Mausleber durchgefiihrt. Dabei 
wurde gefunden, daB die Wirksamkeit des Eisensystems, wie erwartet, 
durch eine sehr geringe Menge Hydroxylamin fast véllig gehemmt wird. 

R* 
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Tabelle IV. 


Reaktionsgemisch: 8 ccm n/10 Hydrochinon + 2 ccm Cytochromoxydaselésun, 
+ 0,1 ccm n/10 Hydroxylaminhydrochlorid. Versuchsdauer: 2 Stunden. 





— 
| 


Hydroxylaminlésung in ecm 0,1 


0 





Chinonmenge in ccm n/1000 Thiosulfat 0,8 | 15,7 





SchlieBlich haben wir Oxydationsversuche an Milchsaéure unter Zusat7 
dieses Amins angestellt. Hierbei wurde zur Hemmung der Wirkung des 
eisenhaltigen Fermentsystems Hydroxylaminhydrochlorid an Stelle von 
Kaliumcyanid in der oben angegebenen Reaktionsmischung fiir die Milch- 
siureoxydation hinzugefiigt. 

Tabelle V. 


Reaktionsgemisch: 2,0 ccm n/10 Milchsaure + 1 ccm Lacticodehydrase + 0,1 
ccm 0,1%ige Cozymaselésung + 0,5 ccm Diaphorase + 1 ccm 1n Hydroxy!- 
aminhydrochlorid. Versuchsdauer: 2 Stunden. 





Dicke des Himatoporphyrinadsorbates in cm 1 








Gespaltene Milchsaure in mg 5,3 


In der vorliegenden Mitteilung haben wir nun einige Daten aus den er- 
haltenen zahlreichen Ergebnissen tabellarisch angegeben. Auch in dieser 
Versuchsserie wurden, wie in den iibrigen, eine groBe Anzahl der betreffen- 
den Experimente ausgefiihrt. Es wurde in einem Zusatzversuch gefunden, 
daB Hydroxylamin die Milchsaureoxydation in der oben angefiihrten 
Reaktionskette nicht so stark wie Blausaure hemmt. Dies ist vielleicht zum 
Teil darauf zuriickzufiihren, daB das verwandte Amin die Fahigkeit be- 
sitzt, sich mit dem die Enzymwirkung schadigenden Reaktionsprodukt 
Brenztraubensadure zu verbinden. Es liegt ferner nahe anzunehmen, dal} 
der molekulare Sauerstoff verhaltnismaBig leicht auf den Wasserstoff der 
Dihydrocodehydrase reagieren kann. Denn bei der in Tabelle V angegebe- 
nén Hydroxylaminkonzentration muB, wie Tabelle IV zeigt, die Aktivitat 
des Cytochromsystems beinahe vollkommen aufgehoben werden. Wenn 
photochemisch angeregte metastabile Sauerstoffmolekiile auf das Reaktions- 
gemisch einwirken gelassen werden, so wird die Milchsauredehydrierung 
deutlich beférdert, wie aus Tabelle V hervorgeht. 
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In einer Reihe von Mitteilungen haben wir darauf hingewiesen, daB 
Sauerstoff an biologischen Grenzflachen zu einer metastabilen Form an- 
geregt werden kann. 

Fiir diese Feststellung’ wurden im ersten Untersuchungsstadium feste Kérper 
in den Lésungen oxydierbarer Substanzen suspendiert und in die Suspensionen 
Sauerstoffmolekiile eingeleitet. Um uns zu vergewissern, daB in einem solchen 
Falle der Sauerstoff tatsachlich durch eine Oberflachenreaktion aktiviert wird, 
wurde im darauffolgenden Stadium vorher tiber pulverisierte Katalysatoren tiber- 
geleitete Luft auf die Substratlésungen einwirken gelassen. Obwohl auf Grund 
dieser Untersuchungen eine einheitliche Theorie der Sauerstoffatmung aufgestellt 
wurde [1, 2], erschien es uns zweckmiabig, die Oxydation gasformiger Wasser- 
stoffdonatoren an festen Oberflachen zu priifen. Wir haben deshalb in der vor- 
liegenden Arbeit als Gegenstand der dritten Forschungsstufe zuerst die Frage 
gewahlt, ob die Autoxydation gasformigen Acetaldehyds durch Oberflachen- 
wirkung beschleunigt wird. Zu diesem Zweck wurden Aldehyd und Sauerstoff 
bei Kérpertemperatur durch eine Schicht des Pulverpraparates aus Blut, Leber 
bzw. Muskel durchtreten gelassen und dann die oxydierte Aldehydmenge oder 
die Menge der gebildeten Saure ermittelt. Dabei wurde gefunden, daf das Acet- 
aldehydgas unter diesen Bedingungen bedeutend kraftiger oxydiert wird, als 

bei Abwesenheit des Katalysators. Die Oxydation steigt mit der verwandten 
Katalysatormenge. Das katalytische Vermégen der biologischen Praparate wird 
bis zu einem gewissen Grade durch den Wassergehalt derselben beeinfluBt. 

Im allgemeinen kann eine derartige Oxydationsbeschleunigung entweder 
durch Aktivierung des Sauerstoffes oder durch die des Substrates hervor- 
gerufen werden. Um zu beweisen, daB die oben angegebene Oxydations- 
beschleunigung wenigstens zum Teil auf die Sauerstoffanregung zuriick- 
zufiihren ist, wurden Acetaldehyd und Aktivator getrennt gehalten und der 
Luftsauerstoff einwirken gelassen. Hierbei wurde ebenfalls eine Saure- 
bildung beobachtet. Obgleich dies deutlich zeigt, daB die eingeleiteten 
Sauerstoffmolekiile an den Katalysatoroberflachen angeregt wurden, kén- 
nen wir die Méglichkeit nicht ausschlieBen, daB gleichzeitig der Aldehyd 
zum Teil durch die Oberflachenreaktion aktiviert wurde. Die Fahigkeit der 
biologischen Praparate Sauerstoff anzuregen, wird durch Hydroxylamin 
gehemmt, doch ist seine hemmende Wirkung ziemlich schwach, trotzdem 
es, wie wir in der vorhergehenden Abhandlung berichtet haben [3], die 
Wirksamkeit der Cytochromoxydase sehr stark hindert. Da in der Regel 
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der Valenzwechsel des Eisenatoms der Hamatinverbindungen durch ein: 
auBerordentlich kleine Menge Hydroxylamin fast vollstandig verhinder: 
wird, bildet die hier erhaltene Tatsache der verhaltnismaBig geringen Hen 

mung eine kraftige Stiitze fiir unsere Vorstellung, daB in der lebenden Zelle 
die sogenannte Sauerstoffaktivierung sowohl durch die Valenzverschiebun 


4 


in den eisenhaltigen Wirkstoffen als auch durch die Oberflachenwirkuny 
der Zellbetandteile hervorgebracht wird. Wirklich erfahrt die Gewebs. 
atmung, wie seinerzeit bei den Versuchen iiber den Bildungsmechanismus 
des Virus der Seidenraupe sowie der Riibe festgestellt wurde [4], durch das 


Hydroxylamin keine erkennbare Erniedrigung. 


L 


Es ist seit langem bekannt, daB die Zellgrenzflachen bei den Atmungs- 
vorgangen eine wesentliche Rolle spielen. Zur Aufklarung der Bedeutung 
der Oberflache fiir die Oxydationen im Organismus haben wir viele Jahre 
zahlreiche Untersuchungen ausgefiihrt. Unserer Behauptung nach ist eine 
von den wichtigsten katalytischen Funktionen der Grenzflachen in der Zelle 
ihr Sauerstoffanregungsvermégen. Beim Sauerstoff wurde das Vorhanden- 
sein einer metastabilen Form von erheblich langer Anregungsdauer, ja 
einigen Sekunden, berichtet [5] und es ist dabei wiinschenswert, den Ab- 
stand zwischen dem Sauerstoffaktivator und dem Substrat méglichst klein 
zu halten. Daher wurde zunachst versucht, die beiden Stoffe, Wasserstoff- 
donator und Sauerstoffmolekiil, auf einer Oberflache reagieren zu lassen. 
Um den Chemismus eines derartigen Oxydationsprozesses aufzukliren, 
scheint es notwendig zu sein, das Substrat in gasférmigem Zustand in Reak- 
tion zu bringen. Denn bei Versuchen mit der Suspension des Katalysator- 
pulvers ist es schwer, mit Bestimmtheit zu entscheiden, ob die erfolgte 
Sauerstoffaktivierung, wie erwartet, auf der Oberflachenreaktion beruht. 
Es ware namlich auch méglich, daB die Oxydation durch den Wechsel der 
Eisenvalenz der teilweise in Lésung gegangenen Hiamatine bewirkt wird. 
Unter. solcher Voraussetzung wurde nunmehr eine physiologisch interes- 
sante Substanz, Acetaldehyd, als Untersuchungsmaterial ausgewihlt. 

In der ersten Versuchsreihe wurde pulverisierter Sauerstoftanreger in ein Glas- 
rohr von 5 mm Durchmesser eingefiillt und bei 37° der abgedampfte Aldehyd 
zusammen mit der mittels einer Natriumhydroxydlésung gewaschenen Luft durch 
die Pulverschicht hindurchtreten gelassen. Die Acetaldehydlésung wurde anfangs 
bei 21° gehalten und nach 30 Min. allmahlich starker erwarmt. Auf diese Weise 
war die Temperatur des AldehydgefaBes wahrend der letzten 15 Min. der ein- 
stiindigen Reaktionsdauer 37°. Der nach dem Oxydationsvorgang zuriickgeblie- 
bene Aldehyd wurde in einer n/100 Natriumbisulfitlésung absorbiert und hierauf 
mit Hilfe von n/100 Jod bestimmt. Als Sauerstoffaktivatoren dienten Trocken- 
praparate aus verschiedenen tierischen Geweben. Da das Muskelpulver aus 
Hausente, wie wir friiher mitgeteilt haben [1], eine hohe sauerstoffanregende 
Wirksamkeit besitzt, wurde auch in der diesmaligen Versuchsserie ein solches 
Praparat benutzt. Ferner wurden zur Katalysatordarstellung Ochsenleber sowie 
Kuh- oder Hausentenblut verwendet. Die Leber und das Blut wurden sofort nach 
dem Entnehmen 2 Stunden auf 80° erhitzt, dann im Vakuum iiber Schwefelsaure 
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getrocknet und pulverisiert. Bekanntlich ist Acetaldehyd etwas autoxydabel. 
Folglich miissen bei der Berechnung der durch Katalysatorwirkung erhdhten 
oxydierten Aldehydmengen, die in den Tabellen angegeben sind, die Daten der 
entsprechenden Kontrollen beriicksichtigt werden. 

Tabelle J. 


Verwandte Aldehydmenge: 10 mg. Lange der Katalysatorschicht: 12 cm. 





Oxydierter Aldehyd in mg 
Katalysator 
Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 





Hausentenmuskel. . ..... 1,80 1,61 1,2 
Oemeeniever oe 0,63 0,92 1,1 


Hausentenblut. ....... 1,28 1,54 6 





Bei den Experimenten in Tabelle I wurde also der einzelne Katalysator 
dreimal verwendet. Die angegebenen Zahlen zeigen, daB alle untersuchten 
Gewebspraparate die Fahigkeit haben, die Aldehydoxydation zu katalysie- 
ren. Das katalytische Vermégen ist aber beim Leberpraparat niedriger als 
bei den anderen Praparaten. Die hohe Aktivitaét des Blutpulvers stimmt mit 
der friiher von uns gefundenen Tatsache iiberein, daB molekularer Sauer- 
stoff bei der Berithrung mit Hamoglobin kraftig angeregt wird [6]. Trotz- 
dem beim Muskel die oxydierte Menge Acetaldehyd sich mit der Reaktions- 
dauer verringert, wird sie bei der Leber sowie dem Blut mit der Zeit ver- 
groBert. Der letztgenannte Befund stellt einen Beweis dafiir dar, daB die be- 
obachtete Oxydation nicht nur auf der Erscheinung der einfachen Substratab- 
sorption an den Pulveroberflachen beruht. Da es, wie aus unseren bisherigen 
Untersuchungsergebnissen ersichtlich, zweifellos ist, daB die Sauerstoffmoie- 
kiile durch feste Grenzflachen stark aktiviert werden, ist es auch zweifellos, 
daB die dabei stattgefundene Aldehydoxydation mindestens zum gréBten 
Teile durch den so erzeugten metastabilen Sauerstoff herbeigefiihrt wurde. 

Wenn die oben beschriebene Oxydationserhéhung einer katalytischen Tatig- 
keit des Gewebspulvers zuzuschreiben ist, so mu8 der Grad der Substratoxy- 
dation bis zu gewissem Grade von der angewandten Pulvermenge abhangig 
sein. Diese Annahme wurde durch die Versuche in Tabelle II bestatigt. 


Tabelle Ll. 
Verwandte Aldehydmenge: 10 mg. Katalysator: Hausentenblutpulver. 





Lange der Katalysatorschicht in cm 








Oxydierter Aldehyd in mg . 


Die Daten lehren jedoch, daB die oxydierte Menge Acetaldehyd der 
Schichtlinge des Katalysators nicht genau proportional ist. Unter 4 cm ist 
der OxydationsprozeB verschwindend schwach und itiber 12 cm wird er 
durch die Verlangerung der Schicht nicht mehr bedeutend verstarkt. Dies 
bietet eine weitere Bestatigung fiir die Ansicht, daB die erfolgte Oxydation 
nicht nur auf die Absorption des Aldehyds durch das Gewebspulver zuriick- 
zufiihren ist. Selbstverstandlich ist aber die Erscheinung der Aktivierung 
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sowie Inaktivierung des Sauerstoffes, hauptsachlich infolge der kurzen A) 
regungsdauer, erheblich komplex. Dementsprechend ist natiirlich anzu 
nehmen, daB zwischen dem Sauerstoffaktivierungsgrad und der Katal\ 
satormenge keine gerade Proportion besteht. 

Nach unserer friiheren Untersuchung vermindert sich die katalytisch: 
Wirksamkeit der festen Kérper mit der Sauerstoffeinleitungszeit [7]. Die in 
Tabelle I wiedergegebenen Versuche an Blut und Leber scheinen im Wider 
spruch mit dieser Feststellung zu stehen. Wir nahmen nun an, daB die Ak 
tivitat des Katalysators von seinem Wassergehalt beinfluBt wird. Deshall) 
haben wir nun durch weiteres Trocknen oderdurch Anfeuchten mit Wasser 
dampf eine Reihe biologischer Praparate von verschiedenem Wassergehalt 
bereitet und in der oben angegebenen Weise ihre Reaktionsfahigkeit er- 
mittelt. Ein Beispiel enthalt Tabelle III. 

Tabelle III. 


Verwandte Aldehydmenge: 10 mg, Lange der Katalysatorschicht: 12 cm. 
Katalysator: Hausentenblutpulver. 





Oxydierter Aldehyd in mg 
Wassergehalt des Katalysator in % z 





Versuch1 | —-Versuch2 =| _—‘Versuch 3 





fe) re) re) 0,19 
13,6 0,88 | 1,02 1,38 
26,4 2,96 | 2,05 | , 1,65 





Aus den Zahlen geht hervor, daB unter der katalytischen Wirkung von 
wasserfreiem Gewebe keine Oxydation erfolgt. Die Wirkungsstarke des 
Katalysatorpulvers steigt mit dem Wassergehalt an. Beim wenig feuchten 
Praparat wird, wie erwartet, die Aldehydoxydation mit der Reaktionszeit 
schwicher. Die hier erhaltenen Resultate stiitzen eine wohlbekannte Wir- 
LANDsche Anschauung, daB fiir die Oxydation des Acetaldehyds eine Mit 
wirkung des Wassermolekiils unerlaBlich ist. 


II. 

_ Weiterhin ist es nétig, nachzuweisen, da bei der Acetaldehydoxydation 
die Bildung von Essigsaure durch feste Oberflachen beférdert wird. Da diese 
Saure trotzihres ziemlich hohen Siedepunktes etwas fliichtig ist, vermag man 
unter den Versuchsbedingungen im Abschnitt I nur einen Teil der gebilde- 
ten Sauremenge zu bestimmen. In der gegenwirtigen Versuchsserie wurde 
an Stelle der Natriumbisulfitlsung n/100 Natriumhydroxyd benutzt und 
die Essigséure in dieser Lésung aufgenommen. Bei den diesbeziiglichen 
Experimenten mu8 man die Tatsache beachten, daB in der tibergeleiteten 
Luft unter Umstanden eine sehr geringe Menge alkalischen Gases enthalten 
ist, das wahrscheinlich von den Katalysatorpraparaten herriihrt. Deshall 
sind die Kontrollversuche unentbehrlich. Nach der Reaktion wurde dic 
Alkalitatsabnahme der N atriumhydroxydlésung mit n/100 Essigsaure titriert. 

Die nach dem bei den Versuchen in Tabelle IV angewandten Verfahren 
ermittelte Essigsauremenge ist selbstverstandlich nicht die entstandene Ge- 
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samtmenge. Ein ziemlich groBer Teil wird auf den Katalysatoroberflachen 
adsorbiert. Das Ergebnis zeigt aber, daB eine verhiltnismaBig starke Saure- 
bildung selbst unter derartigen Versuchsumstanden beobachtet werden kann. 


Tabelle IV. 


Verwandte Aldehydmenge: 10 mg. Lange der Katalysatorschicht: 12 cm. 
Katalysator: Kuhblutpulver. 





Versuch1 | Versuch 2 | Versuch 3 





T 


. 
Gefundene Essigsaure in mg . 1,19 0,89 0,48 





Bei Verwendung des Blutpraparates von passender Feuchtigkeit vermindert 
sich erwarteterweise auch der Bildungsgrad der Essigsaure mit der Zeitdauer 
allmahlich, entsprechend der Tatsache, da8 im allgemeinen das Vermégen 
der festen Katalysatoren, Luftsauerstoff anzuregen, zeitlich abnimmt. 

Die Vorstellung, daB die Grenzflachen in der Gewebszelle imstande sind, 
die mit ihnen in Kontakt gekommenen Sauerstoffmolekiile katalytisch zu 
aktivieren und damit alle dort erfolgenden Oxydationsvorginge zu be- 
schleunigen, konnte von uns gut gestiitzt werden. An der Oberfliche des 
Katalysators findet mdglicherweise eine Spaltung des Substratmolekiils 
statt. Um weiter festzustellen, daB die oben mitgeteilte Oxydation nicht 
ginzlich auf der letzterwahnten Erscheinung beruht, haben wir in ein Glas- 
rohr von 1 cm Durchmesser Baumwolle von 5 cm Schichtlange, die mit 
einer Acetaldehydlésung benetzt wurde, und Gewebspulver von 6 cm Linge 
gebracht und durch die Katalysatorschicht Luft eingeleitet. Dabei mu8 
man vermeiden, daB in der Beriihrungsflache der beiden Schichten der 
Sauerstoffanreger direkt mit der Aldehydlésung befeuchtet wird. Die durch 
das Einleiten der Luft fliichtig gewordene Saure wurde auf die oben an- 
gegebene Weise in der Natriumhydroxydlésung aufgenommen und die 
Sauremenge durch Ermittlung der Aciditét der Baumwolleschicht und 
der Alkalitatsverminderung der Alkalilésung bestimmt. In Vorversuchen 
wurde gefunden, da8 fiir diese Untersuchung Silikagel nicht benutzt wer- 
den kann, da der Acetaldehyd teilweise ohne besondere Katalysatoren 
rasch oxydiert wird, wenn er durch Silikagel absorbiert wurde. AuBerdem 
wirkt das Gel auf die Alkalititration stérend. 

Durch die Versuche in Tabelle V wurde erwiesen, daB bei der Oxyda- 
tionsbeférderung des Acetaldehyds die Sauerstoffaktivierung durch die 


Tabelle V. 
Verwandte Aldehydmenge: 15 mg. Katalysator: Kuhblutpulver. 





Eingeleitetes Gas. Luft Stickstoff 
| 


Gefundene Essigsaure in mg 1,02 0,10 








Oberflichenwirkung die wichtigste Rolle spielt. In Stickstoff erfolgt, wie 
die Tabelle zeigt, die Aldehydoxydation nicht. Es besteht fast keine Még- 
lichkeit, daB bei den nach der oben mitgeteilten Methode dargestellten 
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festen Katalysatoren eine Aktivierung des Substratwasserstoffes wie be’ 
Palladium stattfindet. 

Wenn die Sauerstoffanregung nur durch eine Oberflachenreaktion be 
wirkt wird, so muB sie durch Bedeckung der Oberflache mit irgendeine: 
Substanz bis zu gewissem Grade verhindert werden. Wird aber der Sauer 
stoff nur durch die Wechselwirkung der Wertigkeit des Eisenatoms akti 
viert, so ist zur Hinderung der Sauerstoffaktivierungserscheinung ein Stoff 
anzuwenden, der mit dem Eisen spezifisch reagiert. Fiir die gleiche Hem- 
mung ist selbstverstindlich im ersteren Falle eine gréBere Menge Gift not 
wendig als beim letzten. Obwohl es nicht mdglich ist, daB durch Zusam 
menstoBen fester Aktivatoren mit gasartigen Wasserstoffdonatoren eine 
Eisenvalenzverschiebung hervorgerufen wird, haben wir einige Hemmungs- 
versuche mit Hydroxylamin angestellt. Zu diesem Zwecke wurde das Ge- 
webspulver mit dem gleichen Gewicht Hydroxylaminlésung gemengt, im 
Vakuum geniigend getrocknet und dann unter Verwendung des so her- 
gestellten Praparates nach dem bei den Experimenten in Tabelle V an 
gefiihrten Verfahren der Acetaldehyd oxydieren gelassen. Die Versuchs- 
temperatur war, wie bei Tabelle V, 37° und die Dauer 1 Stunde. Nétigen- 
falls muB die Aldehydlésung gereinigt oder neutralisiert werden, denn der 
Acetaldehyd erfahrt leicht eine Polymerisation bzw. Autoxydation. 

Aus Tabelle VI erkennt man, daB sogar n/100 Hydroxylamin die Alde- 
hydoxydation nicht vollkommen zu hindern vermag, trotzdem die Wirkung 
des Cytochromsystems durch n/1000 Amin vollstandig gehemmt wird (vg. 
[3]). Es ist dazu zu bemerken, daB die Oxydationshemmung zum Teil auf 
die Verdrangung der oxydierbaren Substanz aus der Katalysatoroberflache 
durch das Gift zuriickzufiihren ist. Fiir solche Untersuchungen ist ein Pri- 

Tabelle VI. 
Verwandte Aldehydmenge: 20 mg. Katalysator: Kuhblutpulver. 





Konzentration der Hydroxylaminliésung n/100 | n/1000 





Oxydationshemmung in % ........ ee 31 





parat ungeeignet, das nach der Behandlung mit der Giftlésung zu stark 
getrocknet wurde. Die katalytische Wirksamkeit wird auch bei den mit 
dem Amin behandelten Gewebspraparaten sowie bei den unbehandelten 
durch die Trocknung erniedrigt. Auf jeden Fall konnten wir hierbei eine 
weitere Stiizte dafiir erhalten, daB die festen Oberflachen eine ziemlich 
hohe sauerstoffaktivierende Kraft haben. 
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